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El camarón Palaemon elegans es un crustáceo decápodo distribuido a lo largo de toda la 
costa europea y caracterizado por su capacidad de adaptación a condiciones ambientales 
extremadamente variables. El amplio nicho ecológico y la reciente expansión geográfica 
de esta especie determinan que sea considerada como una especie importante dentro de 
la fauna litoral europea. En este trabajo se estudia la estructura y la diversidad genética 
de las poblaciones de P. elegans empleando marcadores moleculares mitocondriales y 
nucleares. Los resultados obtenidos revelan la compleja filogeografía de esta especie, 
determinada por su historia evolutiva y la existencia actual de barreras al flujo génico 
entre las diferentes poblaciones. Asimismo, se detectó una elevada diversidad genética en 
todas las localidades analizadas, con la excepción de aquellas en las que esta especie ha 
sido introducida por acción humana y en las que ha adquirido un carácter invasor. 
Finalmente, se desarrollaron y caracterizaron marcadores microsatélite por primera vez 
en esta especie de camarón, proporcionándose así nuevas herramientas moleculares que 
permitirán profundizar en la genética de poblaciones de esta especie, entre otras posibles 
aplicaciones de interés.  
 
Palabras clave: camarón, marcador molecular, citocromo c oxidasa I, microsatélite, 
haplotipo, población, filogeografía.  
 
ABSTRACT 
Shrimp Palaemon elegans is a decapod crustacean distributed along the entire European 
coast. This species is characterized by its ability to adapt to highly variable enviromental 
conditions. Due to its broad ecological niche and recent geographic expansion, this 
shrimp species is considered an important species in European coastal fauna. Genetic 
structure and genetic diversity of P. elegans populations were studied in this work using 
mitochondrial and nuclear molecular markers. The obtained results show a complex 
phylogeography in P. elegans, determined by its evolutionary history and the current 
existence of barriers to gene flow between different populations. High genetic diversity 
was detected in most of the analyzed locations. Locations where P. elegans has been 
introduced by human action show low genetic diversity, acquiring this species an invasive 
behavior. Finally, microsatellite markers were developed and characterized for the first 
time in this shrimp species. New molecular tools, provided by this work, will allow to go 
into detail about population genetics of this species, among other possible applications of 
interest. 
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El camarón Palaemon elegans (Rathke, 1837) es un crustáceo decápodo (Figura 1) que 
presenta una amplia distribución por el Océano Atlántico (desde Escocia y Noruega hasta 
Namibia, incluyendo las Islas Azores, Madeira, las Islas Canarias y las Islas de Cabo 
Verde), todo el Mar Mediterráneo y el Mar Negro (d’Udekem d’Acoz, 1999). En los años 
cincuenta P. elegans fue introducido accidentalmente en el Mar Caspio y el Mar de Aral 
(Zenkevich, 1963) y, desde el año 2000, esta especie ha colonizado rápidamente el Mar 
Báltico (Janas et al., 2004; Grabowski, 2006; Katajisto et al., 2013), desplazando a la 
especie de camarón autóctona Palaemon adspersus en la costa de Polonia (Grabowski, 
2006). 
Palemon elegans se caracteriza por su capacidad de adaptación a condiciones ambientales 
extremadamente variables, pudiendo tolerar un amplio rango de salinidades, temperaturas 
y condiciones de oxígeno (Berglund, 1980; Berglund y Bengston 1981). Por ello, esta 
especie de camarón es común en charcas intermareales rocosas, en fondos marinos 
cubiertos por fanerógamas de los géneros Zoostera, Posidonia y Cympdocea, e incluso 
en estuarios parcialmente salinos (González-Ortegón y Cuesta, 2006). Debido a su amplio 
nicho ecológico y su reciente expansión geográfica, el camarón P. elegans se considera 









Figura 1. Palaemon elegans Rathke, 1837. Imagen tomada de www.marinespecies.org 
 
Numerosos estudios relativos a la biología de P. elegans han sido realizados desde 
diferentes perspectivas, centrándose en su crecimiento, su reproducción, sus preferencias 
de hábitat, su comportamiento o su fisiología (i.e. Schaffmeister et al., 2006; Janas y 
Spicer, 2008; Bilgin et al., 2009; Janas y Mankucka, 2010; Janas et al., 2013). Sin 
embargo, los estudios genéticos en esta especie son limitados.  
A nivel filogenético, Cuesta et al. (2012) revelaron mediante el análisis del marcador 
mitocondrial 16S que los géneros Palaemon y Palemonetes eran géneros parafiléticos, 
siendo únicamente monofiléticos los clusters geográficos de las especies pertenecientes 
a cada género, incluyéndose en este estudio a P. elegans. Estos resultados han sugerido 




la necesidad de una reorganización taxonómica de las especies de ambos géneros, 
agrupando todas las especies en un único taxón o separando los grupos geográficos en 
distintos taxa.    
En relación a los estudios poblacionales, en un primer estudio Berglund y Lagercrantz 
(1983) observaron heterogeneidad genética en P. elegans a lo largo de la costa atlántica 
(desde Suecia hasta Francia) mediante el análisis de alozimas. Por su parte, Fortunato y 
Sbordoni (1998), empleando también alozimas, detectaron elevados niveles de 
variablidad genética en el Mar Mediterráneo.  
Posteriormente, el análisis filogeográfico de esta especie empleando los marcadores 
genéticos mitocondriales 16S y citocromo c oxidasa I (COI) reveló la existencia de tres 
haplogrupos, uno de ellos presente en las poblaciones atlánticas (tipo I) y dos en las 
poblaciones mediterráneas (tipo II y tipo III) (Reuschel et al., 2010). A la luz de los 
resultados obtenidos en este estudio se ha sugerido un aislamiento por distancia entre las 
poblaciones atlánticas y mediterráneas de P. elegans, un proceso de especiación críptica 
durante la crisis salina del Messiniense en el Mar Mediterráneo que habría dado lugar a 
dos especies dentro de P. elegans, y se determinó que esta especie fue introducida en el 
Mar Báltico por la acción humana (Reuschel et al., 2010). La diferenciación genética 
entre poblaciones atlánticas y mediterráneas ha sido documentada en múltiples 
organismos marinos (Patarnello et al, 2007), incluyéndose distintas especies de 
crustáceos decápodos (García-Merchán et al., 2012) y, entre ellas, la especie congenérica 
Palaemon serratus (Weiss et al., en publicación). Este patrón filogeográfico responde a 
la existencia de barreras oceanográficas que limitan el flujo génico entre las poblaciones 
del Océano Atlántico y del Mar Mediterráneo: el Estrecho de Gibraltar y, principalmente, 
el frente Almería-Orán.   
Recientemente, un estudio en distintas especies de camarón empleando el marcador COI 
(Bilgin et al., 2014), ha confirmado la existencia de dos haplogrupos distintos a lo largo 
de la costa de Turquía, lo que apoya la teoría de la existencia de dos especies crípticas en 
P. elegans sostenida por Reuschel et al. (2010).  
Analizar de la variabilidad y la estructura genética de las poblaciones de P. elegans puede 
aportar información útil que permita ampliar el conocimiento acerca de la filogenia y la 
filogeografía de esta especie de camarón.  
Los estudios de genética de poblaciones se basan en el análisis de marcadores 
moleculares, herramientas genéticas que presentan variabilidad interespecífica e 
intraespecífica. Existen diferentes tipos de marcadores moleculares, pero se considera que 
la combinación de distintos marcadores es la mejor opción para evaluar el estado genético 
de las poblaciones. En lo que respecta a los organismos marinos, los marcadores 
moleculares más empleados son los marcadores mitocondriales y los marcadores 
nucleares de tipo microsatélite (Cuéllar-Pinzón et al., 2016).  
El genoma mitocondrial es generalmente pequeño en animales (15-20 kb) y está 
compuesto por 13 genes codificantes de enzimas implicadas en la cadena de transporte 
de electrones y en la fosforilación oxidativa, 2 rRNAs (12S y 16S) que forman parte del 




ribosoma mitocondrial y 22 tRNAs necesarios para la traducción de las proteínas 
codificadas por el DNA mitocondrial (mtDNA; Boore, 1999). El mtDNA se caracteriza 
por presentar una herencia uniparental materna y haploide, una evolución casi neutral, 
altas tasas de sustitución nucleotídica, regiones intergénicas muy cortas, ausencia de 
intrones y, generalmente, ausencia de eventos de recombinación. Como consecuencia, el 
mtDNA presenta un tamaño efectivo de población cuatro veces menor que el DNA 
nuclear, lo que lo hace más sensible a los efectos del flujo génico y la deriva genética 
(Galtier et al., 2009). 
Debido a las características del mtDNA, los marcadores mitocondriales son muy 
utilizados en estudios poblacionales de carácter filogenético, filogeográfico o de 
biodiversidad mediante la identificación genética de especies. Asimismo, desde el punto 
de vista experimental, el mtDNA presenta ventajas como el hecho de que está presente 
en las células en un alto número de copias, lo que facilita su amplificación, y a su vez, las 
secuencias variables suelen estar flanqueadas por regiones conservadas que permiten el 
diseño de primers (Galtier et al., 2009).  
La utilización de los marcadores mitocondriales está muy extendida ya que el contenido 
génico del mtDNA está muy conservado y a menudo existe un elevado polimorfismo en 
sus secuencias a nivel poblacional debido a las altas tasas de sustitución, considerándose 
así que las diferencias genéticas dentro de una especie o población reflejan su historia 
evolutiva (Avise et al., 1987; Moritz et al, 1987; Gissi et al., 2008; Galtier et al., 2009). 
En concreto, se considera que el marcador COI presenta una mayor señal filogenética que 
otros marcadores mitocondriales y que su evolución es lo suficientemente rápida para 
permitir la discriminación de especies próximas e incluso grupos filogeográficos dentro 
de una misma especie (Herbert et al., 2003).  
La identificación de especies en base a caracteres morfológicos puede requerir un elevado 
nivel de especialización, por lo que la identificación genética puede resultar una 
alternativa rápida y sencilla (Raupach y Radulovici, 2015). Un fragmento de 
aproximadamente 650 pb del marcador COI es empleado de forma estandarizada como 
“código de DNA” (DNA barcode) para la identificación molecular de individuos (Herbert 
et al., 2003). Los estudios de DNA barcoding permiten asignar ejemplares no 
identificados a especies ya descritas y clasificadas, así como promover la identificación 
de especies crípticas dentro de especies conocidas mediante la identificación de grupos 
genéticos diferenciados (Raupach y Radulovici, 2015). En lo que respecta a los crustáceos 
decápodos, existen estudios basados en DNA barcoding a gran escala (da Silva et al., 
2011; Raupach et al., 2015) debido a la importancia económica de muchas de las especies 
de este grupo.  
En cuanto a los marcadores moleculares nucleares, los microsatélites se han convertido 
los marcadores moleculares predilectos en una gran variedad de estudios ecológicos y 
evolutivos, tanto a nivel de individuos como de poblaciones (Gardner et al., 2011). Estos 
marcadores son muy utilizados en genética de poblaciones, conservación, identificación 
de parentesco y fingerprinting (Abdul-Muneer, 2014; Putman et al., 2014).  




Los microsatélites, también conocidos como simple sequence repeats (SSRs), variable 
number tandem repeats (VNTR) o short tandem repeats (STRs), son motivos de 1-6 
nucleótidos que se repiten en tándem. Los microsatélites son muy abundantes en los 
genomas nucleares de la mayoría de taxones, presentan una herencia mendeliana 
codominante y se consideran selectivamente neutros. A su vez, los microsatélites 
presentan elevadas tasas de mutación y, como consecuencia, son típicamente muy 
polimórficos. Los diferentes alelos de un locus microsatélite se diferencian en función del 
número de repeticiones del motivo de repetición, es decir, los alelos se distinguen por su 
longitud (Selkoe y Toonen, 2006).  
El principal inconveniente de los microsatélites es que deben desarrollarse de novo para 
la mayoría de las especies, un proceso costoso en cuanto a tiempo y recursos, 
especialmente en especies no modelo, ya que implica la construcción de genotecas 
enriquecidas en motivos microsatélite y el posterior aislamiento y secuenciación de los 
clones que contengan dichos motivos (Abdelkrim et al., 2009). Sin embargo, en los 
últimos años las técnicas de secuenciación masiva (next-generation sequencing, NGS) 
han permitido que el desarrollo de microsatélites sea más rápido y económicamente más 
asequible (Gardner et al., 2011; Guichoux et al., 2011). Mediante NGS se obtienen 
millones de lecturas y, aplicando herramientas bioinformáticas, se pueden localizar 
cientos de loci microsatélite en dichas lecturas y diseñar primers específicos que permitan 
su amplificación. Por otra parte, las regiones flanqueantes de los microsatélites pueden 
estar conservadas entre especies próximas, de forma que los primers diseñados para la 
amplificación de microsatélites en una especie pueden ser empleados para amplificar los 
loci homólogos en otra especie relacionada. Esta estrategia se conoce como amplificación 
cruzada (cross-species) de microsatélites y permite también reducir los costes del 
desarrollo de este tipo de marcadores (Abdul-Muneer et al., 2014). 
Se han desarrollado marcadores microsatélite en varias especies de camarón y, dentro del 
género Palemon, se han aislado y caracterizado microsatélites en el camarón de agua 
dulce Palemon paucidens (Song et al., 2009) y en la especie comercial marina Palaemon 
serratus (Perina et al., 2016).  
A pesar de su importancia ecológica, el camarón P. elegans es una especie que carece de 
valor comercial. En el caso de Galicia, no se suelen capturar más de 1.000 kg cada año 
ya que su precio de venta, un máximo de 16 €/kg, es muy inferior en comparación con 
otras especies comerciales de camarón. Sin embargo, especies congenéricas sí están 
sometidas a una intensa explotación, como es el caso de P. serratus.  
Palaemon serratus está considerada como una de las especies de mayor valor económico 
dentro del género Palaemon, explotada comercialmente en el Mar Mediterráneo, 
principalmente en torno a la Península Ibérica, y en el noroeste Atlántico, con una mayor 
frecuencia en la costa sur y oeste de Irlanda, el sur de Inglaterra y la costa de Gales (Fahy 
et al., 2006; BIM, 2008). Así, P. serratus constituye la diana de la pesquería de camarón 
en España, procediendo la mayoría de las capturas de Galicia, donde en 2015 se 
comercializaron 74.980,48 kg, con un precio máximo de 198.00 €/kg y una captura de 
aproximadamente 25.000.000 de individuos (www.pescadegalicia.com).   




La sobreexplotación pesquera, junto con la destrucción del hábitat, ha provocado que los 
stocks de múltiples especies de pescado y marisco se hayan reducido sustancialmente en 
los últimos años, lo que compromete su variabilidad genética de cara a su supervivencia 
(Ward, 2006). Las poblaciones con una baja diversidad genética tienen un alto riesgo de 
extinción, ya que ven reducida su capacidad de adaptarse a los cambios ambientales. Por 
ello, además de su importancia en estudios de carácter poblacional y evolutivo, evaluar 
la diversidad y estructura genética de las poblaciones naturales también resulta crucial 
para garantizar la conservación de las especies y, en el caso de las especies marinas de 
interés comercial, para asegurar a su vez el mantenimiento de la productividad y 
sostenibilidad de las pesquerías (de Croos y Pálsson, 2010).  
Mediante la comparación de estudios poblacionales de P. elegans y P. serratus podría 
determinarse el efecto de la explotación pesquera sobre el estado genético de las 
poblaciones naturales de estas especies, a fin de mejorar las medidas de gestión pesquera 


























La finalidad de este trabajo es el desarrollo y análisis de marcadores moleculares 
nucleares y mitocondriales en el camarón Palaemon elegans que permitan el estudio 
genético de sus poblaciones. Para ello se procede a: 
o El análisis del estado genético de las poblaciones de P. elegans mediante el 
marcador mitocondrial citocromo c oxidasa I (COI).  
o El desarrollo y caracterización de marcadores microsatélite en P. elegans a partir 

































MATERIALES Y MÉTODOS 
Los ejemplares de Palemon elegans analizados en este estudio, recolectados en 
septiembre de 2012 y noviembre de 2013, pertenecen a 11 localidades situadas a lo largo 
de la distribución geográfica de esta especie: Isla de Ré (46°11'" N, 1°30' O, Francia), 
Marsella (43°14' N 5°21' E, Francia), Colliure (42°31' N, 3°05' E, Francia), Costa Brava 
(42°21' N, 3°11 E, España), Delta del Ebro (40°48' N, 0°43' E, España), Balcobo (43°18' 
N, 8°33' O, España), Playa de Santoña (43°28' N, 3°28' O, España), Marismas de Santoña 
(43°26' N, 3°29' O, España), Benijo (28°34' N, 16°11' O, España), Güimar (28°18' N, 
16°21' O, España) y Punta Prieta (29°12' N, 13°25' W, España) (Figura 2). De cada una 
de las localidades se analizaron 5 individuos, analizándose así un total de 55 ejemplares. 
 
Figura 2. Localidades a las que pertenecen los individuos analizados. 
 
La identificación taxonómica de los ejemplares recolectados se llevó a cabo de acuerdo 
con González-Ortegón y Cuesta (2006) y los individuos fueron conservados en etanol 
absoluto a temperatura ambiente hasta el momento de ser procesados. 




Extracción de DNA genómico 
La extracción de DNA genómico se llevó a cabo a partir de tejido muscular de la región 
abdominal de cada ejemplar de P. elegans empleando NZY Tissue gDNA Isolation kit 
(NZYTech) y siguiendo las recomendaciones descritas por el fabricante.  
La concentración de DNA genómico extraído se determinó midiendo la absorbancia de 
las muestras a 260 nm en un espectofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). 
La cuantificación permitió a su vez evaluar el grado de pureza de las muestras mediante 
la obtención de las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, que indican la presencia 
de proteínas y solventes orgánicos respectivamente. Las muestras se diluyeron en agua 
MiliQ estéril a 10 ng/μl y se guardaron a 4°C, mientras que las extracciones originales se 
preservaron como stocks a -20°C para futuros análisis.  
 
Análisis del marcador mitocondrial COI 
Se amplificó un fragmento de 650 pb del gen mitocondrial citocromo c oxidadasa I (COI) 
en los 55 individuos de P. elegans, 5 individuos por localidad, mediante PCR. Para ello 
se emplearon los primers COL6Pe (5’ AAG ATA TTG GAA CTC TAT AT 3’) y 
COH6Pe (5’ GTG GCC AAA GAA CCA AAA TA 3’), modificados a partir de los 
primers diseñados por Reuschel et al. (2010).  
Las amplificaciones se realizaron empleando el kit comercial NZYTaq 2x Green Master 
Mix, separate MgCl2 (NZYTech). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un 
volumen final de 12.5 μl que contenía aproximadamente 12.5 ng de DNA extraído (10 
ng/µL), 6.25 μL de NZYTaq 2x Colourless Master Mix, 4mM de MgCl2 y 0.125 μM de 
cada primer. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador MyCyclerTM 
(BioRad) con un protocolo de amplificación optimizado compuesto por una 
desnaturalización inicial a 94°C durante 4 min, 35 ciclos de 94°C durante 30s, 45°C 
durante 30 s y 72°C durante 1 min, y una extensión final a 72°C durante 5 min.  
Para verificar que el resultado de la amplificación, los productos de PCR obtenidos se 
visualizaron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa (iNtRON 
Biotechnology) al 1.5% en tampón TAE (40 mM tris, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA, 
pH = 8, AppliChem, Biochemica Synthesis Services). El gel se preparó con RedSafe 
(iNtRON Biotechnology) para permitir la detección posterior de las bandas de 
electroforesis mediante iluminación con luz ultravioleta (UV). En cada pocillo del gel se 
cargaron 4 μL del producto de PCR con 1 μL de tampón de carga (0.025% de azul de 
bromofenol y 0.025% de azul de xianol en una solución acuosa de glicerol al 30%). Para 
estimar el tamaño en pares de bases de los fragmentos amplificados se empleó el 
marcador de peso molecular NZYDNA Ladder VI (NZYTech), con un rango de tamaños 
entre 50 y 1500 pb. La electroforesis se desarrolló con un voltaje constante de 80 V 
durante 1 h y, finalmente, el gel de agarosa se reveló con luz UV en un fotodocumentador 
Gel-Doc XR+ System (BioRad). 
 




Tras confirmar el éxito de la amplificación, los productos de PCR obtenidos fueron 
enviados a los Servizos de Apoio á Investigación da Universidade da Coruña (SAI) para 
su purificación mediante columnas y posterior secuenciación unidireccional empleando 
el primer COL6Pe indicado anteriormente en un analizador ABI PRISM 3130xl (Applied 
Biosystems).  
La identidad de las secuencias obtenidas fue verificada mediante la herramienta BLAST 
(Basic Local Aligment Search Tool) (Alstchul et al., 1990) realizando búsquedas en la 
base de datos de secuencias del National Center for Biotechnology Information (NCBI).  
Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999), 
eliminando la secuencia del primer y las bases de baja calidad.  Con el objetivo de ampliar 
el número de localidades, se descargaron secuencias de COI de P. elegans disponibles en 
la base de datos Genbank (NCBI), siempre y cuando dichas secuencias tuviesen una 
longitud igual o mayor a la de las secuencias obtenidas durante este trabajo. Así, se 
incluyó una secuencia procedente de Setúbal (KF369170.1), una secuencia del Mar Egeo 
(KJ841689.1), una secuencia del Mar Negro (KJ841698.1), tres secuencias de Anglesey 
(JQ606029.1, JQ306030.1, JQ306031.1), cuatro secuencias de Polonia (DQ882102.1, 
DQ882103.1, DQ882104.1, DQ882105.1) y cinco secuencias de Helgoland 
(KT208956.1, KT209281.1, KT209351.1, KT209392.1, KT209499.1). El conjunto final 
de secuencias se alineó el programa ClustalX 2.1 (Thompson et al., 1997).  
Para la elaboración del árbol filogenético se empleó el programa MEGA 6.06 (Tamura et 
al., 2013). Una vez determinado el modelo de sustitución nucleotídica más favorable, se 
construyó un árbol de máxima verosimilitud. Al conjunto de secuencias se le añadieron 
secuencias de COI de especies congenéricas disponibles en la base de datos GenBank 
(NCBI) a modo de outgroup con el objetivo de enraizar el árbol y corroborar la monofilia 
de P. elegans. Por lo tanto, se añadieron dos secuencias de P. serratus (JQ306259.1, 
JQ306032.1), dos secuencias de P. adspersus (KT208527.1, KT209225.1), dos 
secuencias de P. longirostris (KT209275.1, KT208507.1) y dos secuencias de P. 
macrodactylus (KT209570.1, KT209563.1). El apoyo estadístico del árbol se testó 
mediante el método bootstrap, realizándose 1000 réplicas.  
Para determinar los haplotipos presentes en las distintas localidades se empleó el 
programa DnaSP 5.10 (Rozas et al., 2009). El cálculo de las frecuencias haplotípicas para 
cada localidad se llevó a cabo mediante el programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 
2012).  
Las relaciones filogenéticas entre los haplotipos se representaron mediante una red de 
haplotipos utilizando el programa Network 5.0 (Fluxus Biotechnology Ltd.). Para la 
construcción de la red se aplicó el algoritmo Median-joining (Bandelt et al., 1999).  
Por su parte, se obtuvieron dos matrices de distancias entre los haplotipos. Una de las 
matrices fue calculada en base a la red de haplotipos construida anteriormente, mientras 
que la segunda matriz fue calculada con el programa MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) 
empleando el modelo de sustitución nuceotídica más favorable para el conjunto de 
haplotipos. Ambas matrices de distancias se emplearon para realizar el Análisis 




Molecular de la Varianza (AMOVA; Excoffier et al., 1992) utilizando el programa 
Arlequín 3.11 (Excoffier et al., 2005). A fin de determinar la estructura de las poblaciones 
de P. elegans, se llevaron a cabo distintas combinaciones de grupos de localidades y se 
realizaron los correspondientes AMOVAs.  
Los valores de FST por pares de localidades y grupos de localidades fueron calculados 
también mediante el programa Arlequín 3.11, realizándose 10000 permutaciones y los p-
valores asociados se corrigieron empleando la corrección secuencial de Bonferroni.  
La diversidad genética de las localidades y de los grupos de localidades se estimó 
mediante la diversidad nucleotídica (π) y la diversidad haplotípica (h). La diversidad 
nucleotídica (π) indica la probabilidad de que dos nucleótidos con posiciones homólogas 
tomados al azar sean diferentes (Nei, 1987). Por su parte, la diversidad haplotípica (h) 
indica la probabilidad de que dos haplotipos de una misma localidad tomados al azar sean 
diferentes (Nei, 1987). Ambos parámetros fueron calculados mediante el programa 
DnaSP 5.10 (Rozas et al., 2009).   
Finalmente, para analizar los cambios demográficos en los grupos poblacionales 
determinados, se calcularon los parámetros FS de Fu (Fu, 1997) y D de Tajima (Tajima, 
1987) a través del programa DnaSP 5.10 (Rozas et al., 2009) mediante simulación 
coalescente con 1000 réplicas. Los p-valores fueron corregidos con la corrección 
secuencial de Bonferroni.  
 
Desarrollo de marcadores microsatélite 
Para el desarrollo de marcadores microsatélite en P. elegans se tomaron como punto de 
partida los microsatélites desarrollados y caracterizados previamente por Perina et al. 
(2016) en el camarón P. serratus, lo que se conoce como cross-species de microsatélites. 
Dichos microsatélites fueron aislados mediante pirosecuenciación 454 (Roche Applied 
Science) a partir de genotecas enriquecidas en motivos microsatélite. Las lecturas 
obtenidas fueron procesadas y analizadas para la identificación de loci microsatélite y 
posterior desarrollo de primers específicos que permitieran su amplificación. Los primers 
fueron diseñados de modo que el microsatélite a amplificar presentara al menos cuatro 
repeticiones del motivo de repetición, el producto de PCR resultante tuviese un tamaño 
entre 80 y 500 pb, la temperatura de hibridación de los primers estuviese entre 50°C y 
64°C, y la diferencia en la temperatura de hibridación entre los primers forward y reverse 
fuera de menos de 4°C. Los primers diseñados fueron empleados para el análisis de 
individuos de P. serratus procedentes de diferentes localidades en reacciones de PCR 
multiplex optimizadas. Así, se caracterizaron los loci microsatélite aislados y los datos 
obtenidos permitieron determinar la variabilidad genética de las poblaciones de P. 
serratus analizadas (Perina et al., 2016). 
En el presente trabajo se probaron los 20 microsatélites desarrollados en P. serratus 
(números de acceso GenBank: LN613216-LN613235), partiendo de los primers 
diseñados y siguiendo el protocolo de amplificación descrito en Perina et al. (2016). En




un primer momento, estos marcadores microsatélite fueron testados en cinco individuos 
de P. elegans, cada uno de ellos perteneciente a una localidad diferente (Balcobo, Benijo, 
Colliure, Playa de Santoña e Isla de Ré) para comprobar su amplificación positiva en esta 
especie en reacciones de PCR multiplex de dos marcadores o, en el caso de que los 
microsatélites que no presentasen amplificación en multiplex, en reacciones de PCR 
simple.  
Las reacciones de PCR fueron diseñadas de acuerdo con Schuelke (2000) para permitir 
que los productos de PCR resultantes fuesen analizados posteriormente mediante 
electroforesis capilar y sistemas de detección láser de una forma sencilla y económica. 
En este tipo de PCR, PCR anidada (nested PCR) se emplean al menos tres primers: un 
primer forward específico, un primer reverse específico con una cola oligonucleotídica 
en su extremo 5’, y un oligonucleótido idéntico a la cola 5’ del primer reverse marcado 
con un dye fluorescente (Figura 3). Las colas empleadas se corresponden con las 
secuencias universales M13 (5' GGA AAC AGC TAT GAC CAT 3’) y CAG (5' CAG 
TCG GGC GTC ATC 3’), estando marcado el oligonucleótido M13 con el dye HEX 
(hexacloro-6-carboxi-fluoresceína) y el oligonucleótido CAG con el dye FAM (6-
carboxi-fluoresceína). En el caso de las reacciones de PCR multiplex se emplean seis 
primers (tres para cada marcador a amplificar), marcándose cada uno de los microsatélites 
amplificados con un fluorocromo distinto. 
 
 
Figura 3. Esquema de la reacción de PCR anidada empleada para la amplificación de los 
marcadores microsaténite. A, B, C: primers utilizados. D, E, F: etapas de la reacción de PCR 
anidada, se indican los primers implicados en cada etapa de amplificación. Imagen modificada de 
Schuelke (2000).  
 
Durante los primeros ciclos de la PCR, el primer reverse con la cola oligonucleotídica es 
incorporado a los productos de PCR que se están generando. Cuando este primer reverse 
se agota, la temperatura de hibridación desciende, permitiendo que el oligonucleótido 




M13 o CAG marcado con fluorescencia pueda hibridar con los productos de PCR 
presentes y actuar como primer. Así, la fluorescencia es incorporada en los productos de 
PCR resultantes (Figura 3) (Schuelke, 2000).  
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 12.5 µL, conteniendo 1 µL 
de DNA extraído (10 ng/µL), 6.25 µL de Type-it Microsatellite PCR kit (Qiagen), 4 µL 
de PCR-grade water (Qiagen) y 1.25 µL de la mezcla de primers a una concentración 
final de 2 µM (en el caso de los primers reverse con las colas M13 y CAG la 
concentración es de 0.2 µM).  El programa de amplificación optimizado está compuesto 
por una desnaturalización inicial a 95°C durante 5 min; 30 ciclos de 95°C durante 30 s, 
56°C durante 90 s, 72°C durante 30 s; 8 ciclos de 95°C durante 30 s, 52° durante 90 s, 
72°C durante 30 s; y una extensión final a 68°C durante 30 min.  
Aquellos marcadores microsatélite que mostraron amplificación positiva en P. elegans, 
fueron analizados en los 5 individuos de las 11 localidades sujeto de este estudio. Así, se 
amplificaron los microsatélites seleccionados en los 55 individuos siguiendo las 
condiciones de PCR anidada descritas, siendo en todos los casos PCR simple, y 
corroborándose los productos obtenidos mediante electroforesis horizontal en gel de 
agarosa al 1.5%, tal como se ha detallado anteriormente para el marcador COI.  
Los productos de PCR fueron enviados a los Servizos de Apoio á Investigación da 
Universidade da Coruña (SAI) para realizar un análisis de fragmentos en un analizador 
ABI PRISM 3130xl (Applied Biosystems) empleando como estándar de tamaño GeneScan 
500 (-250) ROX internal size standard (Applied Biosystems). El análisis de los perfiles de 
fluorescencia obtenidos y la asignación de alelos se realizó empleando el programa 
Geneious 8.0.3 (Kearse et al., 2012). Aquellos marcadores microsatélite que resultaron 
monomórficos o que presentaban patrones de difícil interpretación fueron excluidos del 
análisis.  
Se utilizó el programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012) para estimar el número de 
alelos de cada locus microsatélite, las heterocigosidades observadas y esperadas y la 
desviación del equilibrio Hardy-Weinberg. Los p-valores de los test estadísticos múltiples 
fueron ajustados con la corrección secuencial de Bonferroni y la presencia de alelos nulos 














Análisis del marcador mitocondrial COI 
La modificación de los primers de Reuschel et al. (2010) y la optimización del protocolo 
de PCR permitió la amplificación del marcador COI en los 55 individuos de P. elegans 
analizados. El producto de PCR resultante se observó en geles de agarosa tras la 
electroforesis como una banda de amplificación con un tamaño aproximado de 700 pb de 
acuerdo con el marcador de peso molecular empleado (Figura 4). 
 
Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del producto de PCR obtenido tras la 
amplificación del fragmento de COI.  
 
Todas las secuencias obtenidas fueron identificadas mediante BLAST como un fragmento 
del gen mitocondrial COI de P. elegans. Las secuencias fueron editadas, eliminando la 
secuencia del primer y las bases de baja calidad, dando lugar a secuencias de una longitud 
final de 605 pb. Al conjunto de secuencias obtenidas se le añadieron las secuencias de 
COI de P. elegans disponibles en GenBank referenciadas anteriormente.  
Para la construcción del árbol filogenético de máxima verosimilitud se añadieron las 
secuencias de P. serratus, P. adspersus, P. longirostris y P. macrodactylus referenciadas 
anteriormente al conjunto de secuencias. La estima del modelo de sustitución nucleotídica 
más favorable reveló que el modelo General Time-Reverse con heterogeneidad en la tasa 
de sustitución entre sitios y sitios invariables (GTR+G+I) presentaba el mayor valor según 
el logaritmo neperiano de la verosimilitud (lnL), por lo que fue seleccionado para la 
reconstrucción filogenética del conjunto de secuencias (Tabla 1).  
Es necesario señalar que de acuerdo con el criterio de Información Bayesiano (BIC) el 
modelo más favorable es el modelo Tamura 3 parámetros con heterogeneidad en la tasa 
de sustitución entre sitios (T92+G), y según el criterio de Akaike corregido (AICc) el 
modelo más favorable es el modelo Hasegawa-Kishino-Yano con heterogeneidad en la 
tasa de sustitución entre sitios y sitios invariables (HKY+G+I). Al construir el árbol 
filogenético correspondiente para cada modelo no se observaron diferencias con respecto 
al árbol generado empleando el modelo GTR+G+I.  




Tabla 1. Valores que describen la idoneidad de cada modelo de sustitución nucleotídica según el 
criterio de Información Bayesiano (BIC), el criterio de Akaike corregido (AICc) y el valor de 
Máxima Verosimilitud (lnL). 
Model Parameters BIC AICc lnL 
T92+G 156 6921.475219 5555.914278 -2621.435533 
T92+G+I 157 6925.360591 5551.052764 -2617.998078 
HKY+G 158 6935.718521 5552.663894 -2617.796902 
HKY+G+I 159 6939.374433 5547.573092 -2614.244716 
HKY+I 158 6940.828607 5557.773980 -2620.351944 
TN93+G 159 6946.441216 5554.639875 -2617.778108 
TN93+G+I 160 6950.132967 5549.584997 -2614.243842 
TN93+I 159 6951.527464 5559.726123 -2620.321232 
GTR+G 162 6974.454953 5556.413983 -2615.644551 
GTR+G+I 163 6979.290080 5552.502739 -2612.681974 
K2+G 155 6980.079736 5623.265768 -2656.117934 
K2+G+I 156 6986.526275 5620.965335 -2653.961061 
GTR+I 162 6987.850339 5569.809369 -2622.342244 
K2+I 155 6988.403775 5631.589807 -2660.279953 
T92 155 7198.146785 5841.332817 -2765.151458 
HKY 157 7203.471225 5829.163398 -2757.053395 
T92+I 156 7208.903182 5843.342241 -2765.149515 
TN93 158 7212.459983 5829.405356 -2756.167632 
K2 154 7217.899166 5869.832255 -2780.407790 
GTR 161 7227.81793 5818.523418 -2747.706182 
JC+I 154 7232.566379 5884.499468 -2787.741396 
JC+G 154 7234.075541 5886.008630 -2788.495978 
JC+G+I 155 7244.835824 5888.021856 -2788.495978 
JC 153 7430.347275 6091.027508 -2892.011986 
 
En el árbol filogenético obtenido (Figura 5) se observa la monofilia de P. elegans, ya que 
todas las secuencias de esta especie forman un grupo diferenciado de las secuencias del 
resto de especies del género Palemon incluidas en el árbol. A su vez, en el árbol 
filogenético se observa que las secuencias procedentes del Mar Negro, Mar Egeo y Mar 
Báltico (Polonia) comparten un nodo común respaldado por un elevado valor de 
bootstrap. El resto de secuencias, secuencias de localidades mediterráneas y atlánticas, 
comparten un nodo con un valor de bootstrap muy elevado. Por su parte, las secuencias 
de las localidades mediterráneas forman un grupo dentro de dicho conjunto de secuencias 
con un apoyo estadístico moderado (bootstrap 68). Sin embargo, dos secuencias de 
Marsella (03MAR y 05MAR) no se incluyen con el resto de secuencias del Mar 
Mediterráneo. Las secuencias de las localidades atlánticas se agrupan de forma 










































































































Figura 5. Árbol filogenético de máxima verosimilitud para COI. Únicamente se indican los valores de 
bootstrap superiores a 65 en los nodos. Se diferencia el cluster de secuencias de Palaemon sp. (amarillo) y 
el cluster de secuencias de P. elegans. Dentro del cluster de P. elegans se agrupan las secuencias del Mar 
Negro-Mar Egeo-Mar Báltico (verde), del Océano Atlántico (azul) y del Mar Mediterráneo (rojo). La flecha 
señala la separación de dos secuencias de Marsella del resto de secuencias mediterráneas. 




En el conjunto de secuencias de P. elegans alineadas se identificaron 47 haplotipos 
distintos (Anexo I), definidos por un total de 94 mutaciones que dieron lugar a 84 
sustituciones sinónimas y a 10 sustituciones no sinónimas.  
Se obtuvieron las frecuencias absolutas (Anexo II) y relativas (Anexo III) de los 47 
haplotipos para cada localidad. De los 47 haplotipos totales, únicamente se observaron 
seis haplotipos compartidos (Figura 6) entre al menos dos localidades, siendo los 41 
haplotipos restantes haplotipos privados de una determinada localidad. Al representar 
gráficamente las frecuencias alélicas de los haplotipos compartidos en cada localidad en 
un mapa geográfico, observamos que los haplotipos 1, 10 y 11 son compartidos por 
localidades mediterráneas mientras que los haplotipos 18, 22 y 25 lo son por localidades 
atlánticas, lo que sugiere un marco de estructura genética entre el Océano Atlántico y el 
Mar Mediterráneo.  
 
Figura 6. Frecuencias haplotípicas por localidad. En el mapa se representan las localidades en las 
que se registró más de un haplotipo y sólo se representan de forma independiente los haplotipos 
compartidos.  
 
Las relaciones entre los distintos haplotipos se representaron mediante una red de 


























































Figura 7. Red de haplotipos para COI. Cada círculo representa un haplotipo y su diámetro es proporcinal a la frecuencia relativa del haplotipo. Los colores 








Los haplotipos presentes en las localidades mediterráneas (haplotipos 1-13) forman un 
haplogrupo, mientras que los haplotipos de las localidades atlánticas (haplotipos 14-43) 
forman otro haplogrupo distinto, no compartiendo las localidades mediterráneas y 
atlánticas ningún haplotipo entre sí.  
En los dos haplogrupos existe un elevado número de haplotipos privados que derivan de 
los halotipos compartidos, que a su vez son los más frecuentes en sus respectivos 
haplogrupos. Entre el haplogrupo mediterráneo y el haplogrupo atlántico se observan dos 
haplotipos pertenecientes a dos individuos de la localidad de Marsella (haplotipos 44 y 
45). Como consecuencia, se considera que estos dos haplotipos no pueden incluirse a 
prioi en ninguno de los dos haplogrupos definidos anteriormente y que, por lo tanto, 
deberían forman un grupo propio.  
Finalmente, distinguimos un último grupo formado por los haplotipos de los individuos 
de Polonia, el Mar Egeo y el Mar Negro (haplotipos 46-47). Este haplogrupo es el más 
diferenciado de todos, separado por más de 50 sustituciones nucleotídicas del haplogrupo 
mediterráneo.  
En base a estos resultados, se podrían definir cuatro grupos poblacionales: el 
mediterráneo, el atlántico, el del Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico y el grupo formado 
por dos individuos de la localidad de Marsella. Así, las observaciones obtenidas mediante 
la red de haplotipos tienen su correspondencia con lo anticipado previamente en el análisis 
filogenético de las secuencias.  
Para testar la estructura genética de los grupos definidos se empleó el Análisis Molecular 
de la Varianza (AMOVA). En los análisis AMOVA se excluyeron las localidades 
compuestas por un único individuo (Mar Negro, Mar Egeo y Setúbal) y dichos análisis se 
llevaron a cabo en base a la matriz de distancias de los haplotipos identificados. Para ello, 
se construyó la matriz de distancias de haplotipos a partir de la red de haplotipos obtenida. 
Asimismo, se determinó que el modelo de sustitución nucleotídica más favorable para el 
conjunto de haplotipos es el modelo Kimura 2 parámetros (K2P) y, por lo tanto, se 
construyó una segunda matriz de distancias de haplotipos empleando dicho modelo. Los 
diferentes AMOVAs se realizaron por duplicando empleando las dos matrices y no se 
observaron diferencias relevantes en los resultados obtenidos, por lo que en este trabajo 
sólo se incluyen los análisis realizados empleando la matriz de distancias de la red de 
haplotipos.  
Se realizó un primer análisis AMOVA que incluía a los cuatro grupos poblacionales 
indicados anteriormente (Tabla 2). En este caso el 86.81% de la variación observada se 
debe a diferencias entre grupos, con un índice de fijación FCT significativamente distinto 









Tabla 2. AMOVA para los grupos Océano Atlántico, Mar Mediterráneo, Marsella y Mar Báltico. 









Entre grupos 3 325.071 9.3253 86.81 
FCT: 
0.86807* 0 
Entre localidades dentro de 
grupos 11 22.051 0.15962 1.49 
FSC: 
0.11262* 0 
Dentro localidades 52 65.4 1.25769 11.71 
FST: 
0.88292* 0 
TOTAL 66 412.522 10.74262    
g.l.: grados de libertad.  *Valores significativos (P < 0.05). 
 
Con el objetivo de analizar la diferenciación genética entre las localidades mediterráneas 
y atlánticas se realizó un segundo AMOVA con el grupo mediterráneo y el grupo atlántico 
(Tabla 3). En este caso se observó que el 72.23% de la variación existente es debida a 
diferencias entre los dos grupos, con un índice de fijación FCT también significativo. Este 
resultado indica la presencia de estructura genética entre las localidades del grupo 
mediterráneo y las localidades del grupo atlantico, lo que apoya las observaciones 
obtenidas previamente mediante la red de haplotipos y el análisis filogenético de las 
secuencias. 
 
Tabla 3. AMOVA para los grupos Océano Atlántico y Mar Mediterráneo. 









Entre grupos 1 99.926 3.85842 72.23 
FCT: 
0.72231* 0.00129 
Entre localidades dentro de 
grupos 11 22.051 0.14168 2.65 
FSC: 
0.09551* 0.00564 
Dentro localidades 48 64.4 1.34167 25.12 
FST: 
0.74883* 0 
TOTAL 60 186.377 5.34176    
g.l.: grados de libertad. *Valores significativos (P < 0.05). 
 
En el análisis AMOVA anterior se observó que 25.12% de la variación se debe a 
diferencias dentro de las localidades, con un índice de fijación FST significativo. Por ello, 
a fin de estudiar la existencia o no de estructura genética dentro del grupo atlántico, 
compuesto por un total de nueve localidades que abarcan un amplio rango geográfico, se 
realizó un último análisis AMOVA entre las localidades de Canarias (Benijo, Güimar y 




Punta Prieta) y el resto de localidades atlánticas (Isla de Ré, Marisma de Santoña, Playa 
de Santoña, Balcono, Helgoland y Anglesey) (Tabla 4). El resultado obtenido en este 
análisis reveló que el 84.09% de la variación se debe a diferencias dentro de las 
localidades atlánticas en su conjunto, con índice de fijación FST significativo. Asimismo, 
el 18.51% de la variación observada es debida a diferencias entre el grupo de Canarias y 
el grupo formado por restantes localidades atlánticas, siendo el índice FCT bajo pero 
significativamente distinto de cero, lo que indica que sí existe cierta diferenciación 
genética entre estos grupos de localidades atlánticas.  
 
Tabla 4. AMOVA para el grupo de Canarias y el grupo constituido por las restantes localidades 
atlánticas.  









Entre grupos 1 6.662 0.28485 18.51 
FCT: 
0.18508* 0.01178 
Entre localidades dentro de 
grupos 7 7.733 -0.03991 -2.59 
FSC:          
-0.03182 0.77752 
Dentro localidades 34 44 1.29412 84.09 
FST: 
0.15915* 0.02901 
TOTAL 42 58.395 1.53906    
g.l.: grados de libertad. *Valores significativos (P < 0.05). 
 
En lo que respecta a las comparaciones por pares de localidades (Tabla 5), observamos 
que Polonia presenta valores de FST muy próximos a uno frente al resto de localidades, lo 
que podría indicar un elevado grado de difereniación genética de esta localidad respecto 
al resto de localidades analizadas.  
Teniendo en cuenta la estructura poblacional sugerida en la red de haplotipos, la localidad 
de Marsella se dividió en Marsella I (tres individuos con los haplotipos 10, 11 y 13) y 
Marsella II (dos individuos con los haplotipos 44 y 45), a fin de testar la diferenciación 
genética del grupo de Marsella identificado previamente. Las localidades mediterráneas 
muestran bajos índices de FST entre sí, a excepción de la comparación entre las localidades 
de Costa Brava y Marsella I. Sin embargo, todas las localidades del Mar Mediterráneo 
presentan valores elevados, aunque no significativos en el caso de Costa Brava y Marsella 
I, de FST frente a Marsella II, por lo que a pesar de que parece no existir diferenciación 
genética entre las localidades mediterráneas, sí existe diferenciación en el caso del grupo 
de Marsella formado por dos individuos respecto al resto de localidades mediterráneas.  
Asimismo, el grupo de Marsella también exhibe altos valores de FST frente a todas las 
localidades atlánticas, a pesar de que la comparación con Anglesey y Polonia no es 




estadísticamente significativa. Por ello, existe estructura genética entre el grupo de 
Marsella y todas las localidades mediterráneas y atlánticas incluidas en este análisis.  
Por su parte, todas las localidades atlánticas y mediterráneas presentan valores elevados 
y significativos de FST entre sí, lo que demuestra la diferenciación genética entre el 
Océano Atlántico y el Mar Mediterráneo. El único valor de FST no significativo en estas 
comparaciones a dos es el obtenido entre Marsella I y Anglesey, a pesar de que dicho FST 
es elevado.  
En lo referente a las localidades atlánticas, se observan valores bajos o muy bajos de FST 
entre todas las localidades, siendo únicamente significativos los FST de las comparaciones 
de Isla de Ré con las tres localidades Canarias, y la Marisma de Santoña y la Playa de 
Santoña respecto a la localidad canaria de Benijo.  
A su vez, la comparación de los valores del índice de fijación FST por pares de grupos 
(Tabla 6) muestra que todos los grupos presentan diferenciación genética significativa. 
Los valores más altos de FST se obtienen en las comparaciones del grupo Báltico con el 
resto de grupos, siendo significativos en todos los casos. La comparación entre el grupo 
atlántico y mediterráneo da lugar a un valor elevado y significativo de FST que indica la 
existencia de estructura genética. Finalmente, el grupo formado por dos individuos de la 
localidad de Marsella presenta diferencias significativas tanto con el grupo atlántico como 
con el grupo mediterráneo, siendo los valores de FST intermedios y significativamente 
distintos de cero, por lo tanto, esto también podría ser indicativo de una diferenciación 
genética entre el grupo identificado en Marsella y los grupos atlántico y mediterráneo. De 
esta forma, los resultados obtenidos por pares de localidades y grupos cuadran entre sí, 
indicando que los grupos poblacionales han sido correctamente determinados. 
Es necesario señalar que si se aplica la corrección secuencial de Bonferroni a los índices 
de fijación por pares de localidades y pares de grupos, ningún índice FST es significativo, 
incluyéndose aquellos valores de FST muy próximos a uno. Esto es debido a que la 
corrección de Bonferroni es muy restrictiva, especialmente cuando el número de 









































Localidad Ebro C. Brava Colliure Marsella I Marsella II Isla Ré M. Santoña P. Santoña Balcobo Güimar P. Prieta Benijo Helgoland Anglesey Polonia
Ebro 0
C. Brava -0.02740 0
Colliure -0.04651 0.10959 0
Marsella I 0.25000 0.53846* 0.11765 0
Marsella II 0.51613* 0.71429 0.54768* 0.66667 0
Isla Ré 0.77966* 0.86207* 0.80000* 0.86070* 0.79090* 0
M. Santoña 0.71186* 0.79310* 0.72727* 0.76260* 0.60573* 0 0
P. Santoña 0.74561* 0.83036* 0.76415* 0.81667* 0.70207* 0.06250 -0.02679 0
Balcobo 0.70536* 0.79091* 0.72115* 0.76127* 0.59157* 0.13636 -0.00746 0.03509 0
Güimar 0.68868* 0.77885* 0.70408* 0.74612* 0.54678* 0.40625* 0.18675 0.25676 0.02985 0
P. Prieta 0.66364* 0.75000* 0.67647* 0.70443* 0.47721* 0.28125* 0.09884 0.14474 0 -0.07143 0
Benijo 0.65789* 0.74107* 0.66981* 0.69112* 0.46384* 0.30556* 0.14063* 0.18605* 0.01235 -0.11111 -0.04651 0
Helgoland 0.70175* 0.78571* 0.71698* 0.75335* 0.58069* 0 -0.06061 -0.02679 -0.00746 0.17683 0.07738 0.12234 0
Anglesey 0.68880* 0.80645* 0.71545* 0.78571 0.62500 0.21241 -0.05360 0.02552 -0.16883 -0.06509 -0.13208 -0.10599 -0.05360 0




Tabla 5. Índice de fijación FST por pares de localidades. Marsella I consta de tres individuos de la localidad de Marsella (01MAR, 02MAR, 04 MAR) y Marsella 






















Tabla 6. Índice de fijación FST por pares de grupos. 
Localidad Mediterráneo Marsella Atlántico Báltico 
Mediterráneo 0    
Marsella 0.53848* 0   
Atlántico 0.72587* 0.55977* 0  
Negro-Egeo-Báltico 0.95034* 0.98046* 0.95979* 0 
*Valores significativos (P < 0.05). ** Valores significativos tras la corrección secuencial de Bonferroni. 
 
De los 89 sitios polimórficos identificados en el conjunto de secuencias, 28 de ellos son 
sitios únicos y los 61 sitios restantes son sitios parsimónicamente informativos. A su vez, 
del total de sitios parsimónicamente informativos, 41 sitios fueron definidos como sitios 
diagnóstico, ya que permiten discriminar las secuencias pertenecientes a los cuatro grupos 
poblacionales identificados en los anteriores análisis (Tabla 7).  
 
Tabla 7. Sitios diagnóstico en el fragmento de 605 pb de COI analizado que permiten separar los 
grupos poblacionales establecidos.  
Posición 10 34 46 49 67 82 97 109 112 118 151 172 187 190 
Mediterráneo C G G T C A G C G A G T C C 
Atlántico T A G T C A G C A A A T C C 
Marsella T G G T C A G C G A A T C C 
Negro-Egeo-Báltico T A A C T C T T G G G C T A 
Posición 202 223 253 256 268 271 301 302 304 310 331 385 436 454 
Mediterráneo C T A A G A G T A T C G A T 
Atlántico C T A A G A G T A T C G A C 
Marsella C T A A G A G T A T C G A C 
Negro-Egeo-Báltico T C G G A G A G G A T A T T 
Posición 478 484 514 526 535 538 548 556 559 583 595 604   
Mediterráneo G C C T C A C C G G C T   
Atlántico G C C T C A C C G G C T   
Marsella G C C T C A C C G G C T   
Negro-Egeo-Báltico A T A C T T T T A T T C   
 
 
La diversidad genética de las localidades y de los grupos poblacionales fue estimada como 
diversidad haplotípica (h) y diversidad nucleotídica (π) (Tabla 8). Todas las localidades 
presentaron valores elevados de diversidad haplotípica (0.80-1.00), a excepción del Golfo 
de Gdansk (Polonia) donde sólo se detectó un único haplotipo. Las localidades con mayor 
diversidad haplotípica fueron la Marisma de Santoña, Marsella, Colliure y Anglesey 
(1.00), donde se encontraron cinco haplotipos diferentes en un total de cinco individuos 
analizados. En cuanto a los grupos de localidades, el grupo constituido por dos individuos 
de Marsella presentó la mayor diversidad haplotípica (1.00), el grupo del Atlántico y el 




grupo del Mediterráneo mostraron valores elevados y similares de diversidad haplotípica 
(0.958 y 0.948 respectivamente) y el grupo del Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico 
presentó la menor diversidad haplotípica (0.333).  
En lo que respecta a la diversidad nucleotídica, todas las localidades presentaron valores 
de diversidad del mismo órden. La localidad de Marsella presenta el mayor valor de 
diversidad nucleotídica (0.00727) y el menor valor de diversidad nucleotídica se 
encuentra en el Golfo de Gdansk (0.00000), debido a que todos los individuos analizados 
presentaron la misma secuencia. El grupo del Mediterráneo muestra la mayor diversidad 
nucleotídica (0.00523), seguido del grupo del Atlántico (0.00459) y el grupo identificado 
en Marsella (0.00331). El valor más bajo de diversidad se corresponde de nuevo con el 
grupo del Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico (0.00165). 
 
Tabla 8. Localidades analizadas; grupo poblacional al que pertenece cada localidad; número de 
secuencias de cada localidad/grupo (N); número de haplotipos identificados en cada 
localidad/grupo; diversidad haplotípica (h) y diversidad nucleotídica (π) de cada localidad/grupo.  
Localidad Abreviatura Grupo N  Nh h π 
Delta del Ebro (Tarragona, España) EBR Med. 5  4 0.90000 0.00661 
Costa Brava (Girona, España) CB Med. 5  4 0.90000 0.00264 
Colliure (Pirineos Orientales, Francia) COL Med. 5  5 1.00000 0.00529 
Marsella (Bocas del Ródano, Francia) MAR Med. 5  5 1.00000 0.00727 
Isla de Ré (Charente Marítimo, Francia) RE Atl. 5  4 0.90000 0.00198 
Playa de Santoña (Cantabria, España) PSA Atl. 5  3 0.80000 0.00298 
Marisma de Santoña (Cantabria, España) MSA Atl. 5  5 1.00000 0.00463 
Balcobo (A Coruña, España) BAL Atl. 5  4 0.90000 0.00430 
Benijo (Tenerife, España) BEN Atl. 5  5 1.00000 0.00628 
Güimar (Tenerife, España) GUI Atl 5  4 0.90000 0.00430 
Punta Prieta (Lanzarote, España) PPR Atl. 5  4 0.90000 0.00562 
Rhosneigr (Anglesey, Reino Unido) ANG Atl. 3  3 1.00000 0.00331 
Helgoland (Pinneberg, Alemania) HEL Atl. 5  4 0.90000 0.00463 
Golfo de Gdansk (Polonia) POL Atl. 4.  1 0.00000 0.00000 
Playa de Sao Torpes (Setúbal, Portugal) SET Neg.-Ege.-Bál. 1  1 - - 
Mar Negro (Estambul, Turquía) NEG Neg.-Ege.-Bál. 1  1 - - 
Mar Egeo (Isla Cunda, Turquía) EGE Neg.-Ege.-Bál. 1  1 - - 
Grupo Atlántico  44 44  30 0.95800 0.00459 
Grupo Mediterráneo  18 18  13 0.94800 0.00523 
Grupo Marsella  2 2  2 1.00000 0.00331 
Grupo Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico  6 6  2 0.33300 0.00165 
Todas las localidades  70 70  47 0.97600 0.02225 
 
 
Los cambios demográficos en los cuatro grupos poblacionales fueron estudiados en base 
al cálculo de los estadísticos FS de Fu y D de Tajima (Tabla 9). Valores positivos de estos 
estadísticos indican eventos de cuello de botella, mientras que valores negativos informan 
de eventos de expansión poblacional. En ambos test sólo se han incluido las secuencias 




de la localidad de Polonia en el grupo Mar Báltico, excluyendo las secuencias del Mar 
Negro y Mar Egeo dada la falta de conexión geográfica entre estas tres localidades a pesar 
de pertenecer al mismo haplogrupo. Ninguno de los valores de FS y D obtenidos para los 
grupos poblacionales establecidos fue significativamente distinto de cero, lo que implica 
una situación de estabilidad para las cuatro poblaciones establecidos. 
 
Tabla 9. Test FS de Fu y D de Tajima para los diferentes grupos poblacionales. 
Localidad  FS D 
Grupo Atlántico 0.30643 -0.12724 
Grupo Mediterráneo 0.21237 -0.02784 
Grupo Marsella 0.34913 -0.03157 
Grupo Mar Báltico 0.37234 -0.04185 
*Valores significativos (P < 0.05). ** Valores significativos tras la corrección secuencial de Bonferroni. 
 
 
Desarrollo de marcadores microsatélite 
A partir de los 20 marcadores microsatélite desarrollados en P. serratus por Perina et al. 
(2016) se caracterizaron cinco loci microsatélite polimórficos en P. elegans: Pser-03, 
Pser-10, Pser-11, Pser-13 y Pser-21. El marcador Pser-21 fue caracterizado por Perina 
et al. (2016), sin embargo, al no detectarse polimorfismo en las localidades estudiadas, 
no fue incluido posteriormente en los análisis poblacionales de la publicación. Los 
restantes marcadores fueron descartados ya que no amplificaron, no presentaron 
polimorfismo en las localidades analizadas o mostraron patrones de difícil interpretación 
en los electroferogramas debido a la presencia de múltiples bandas stutter.  
Los productos obtenidos en las reacciones de PCR fueron verificados en geles de agarosa 









Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del producto de PCR obtenido tras la 








Los cinco loci microsatélite indicados anteriormente fueron caracterizados (Tabla 10), 
variando el número total de alelos por locus en las 11 localidades analizadas entre 2 y 4.  
Así, los loci más polimórficos se corresponden con el locus Pser-11, con repeticiones 
trinucleotídicas, y el locus Pser-21, con repeticiones dinucleotídicas, ya que son los 
marcadores que presentan mayor número de alelos.  
Se estimó la frecuencia de alelos nulos por locus para el conjunto de todas las localidades 
analizadas. Los alelos nulos son alelos de locus microsatélite que no amplifican debido a 
que se han producido mutaciones en el sitio de unión de los primers (Guichoux et al., 
2011). 
La frecuencia de alelos nulos resulto muy baja, e incluso cero, en los loci Pser-03 y Pser-
21 respectivamente, mientras que la frecuencia más elevada de alelos nulos se registró 
para el locus Pser-13 seguido de los loci Pser-10 y Pser-11. 
Para cada locus microsatélite se calculó la heterocigosidad observada y la heterocigosidad 
esperada con el objetivo de testar el equilibrio Hardy-Weinberg en cada localidad (Tabla 
11). Asimismo, se testó el equilibrio Hardy-Weinberg en el conjunto de localidades 
agrupadas y, teniendo en cuenta la estructura genética revelada por el marcador COI, se 
agruparon las localidades mediterráneas y las localidades atlánticas por separado, 
considerándose así la existencia de dos poblaciones diferentes (Tabla 12).   
La heterocigosidad observada varía de 0.000 a 0.800 entre los distintos marcadores y 
localidades y, en lo que respecta a los grupos de localidades, el locus Pser-21 presenta la 
mayor heterocigosidad observada en todas las agrupaciones. En cuanto a la 
heterocigosidad esperada, ésta oscila de 0.000 a 0.660 para los distintos marcadores y 
localidades, y para los grupos de localidades la mayor heterocigosidad esperada se 
corresponde con el locus Pser-11 en el conjunto de todas las localidades y en el conjunto 
de localidades atlánticas, y con el locus Pser-21 en el caso del conjunto de localidades 
mediterráneas. Es importante señalar que el caso del locus Pser-03, no se encontraron 
heterocigotos en las localidades de Delta del Ebro, Costa Brava, Colliure, Marsella, Isla 
de Ré, Marisma de Santoña y Benijo. Asimismo, tampoco se observaron heterocigotos 
para el locus Pser-13 en las localidades de Isla de Ré, Playa de Santoña, Marisma de 
Santoña, Balcobo, Benijo, Güimar y Punta Prieta. En último lugar, también se observó 
ausencia de heterocigotos para el locus Pser-10 en Playa de Santoña y en Punta Prieta. 
En todos los casos, la ausencia de heterocigotos para los tres marcadores en las 
localidades indicadas se debe a que en dichas localidades únicamente se registró un único 
alelo y, por lo tanto, todos los individuos fueron homocigotos para dicho alelo.  
Todas las localidades por separado se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg para cada 
uno de los marcadores microsatélite, a excepción del locus Pser-10 en las localidades 
Playa de Santoña y Punta Prieta, y el locus Pser-13 en Costa Brava. Ambos loci presentan 
en las localidades indicadas un déficit de heterocigotos significativo al aplicar la 
corrección secuencial de Bonferroni. A su vez, sí existe deviación significativa del 
equilibrio Hardy-Weinberg para los loci Pser-10, Pser-11 y Pser-13 si consideramos que 
todas las localidades forman una única población, siendo dicha desviación debida a un 
déficit de heterocigotos en el caso de los loci Pser-10 y Pser-13, y un ligero exceso de 
heterocigotos en el locus Pser-11. Considerando que todas las localidades mediterráneas 











































Repetición Primers Nº alelos












Pser-21 - AG 4 (0.00000) 359-379
Pser-11 LN613226 AAG 4 (0.03791) 104-113
Pser-13 LN613228 AAT 2 (0.21043) 377-381
Pser-03 LN613218 ACG 2 (0.00002) 211-217
Pser-10 LN613225 ACT 3 (0.08409) 141-147
Locus Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He
Pser-03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.2 0.18 0 0 0.2 0.18 0 0 0.4 0.32 0.2 0.18
Pser-10 0.4 0.34 0.333 0.278 0.25 0.469 0.25 0.219 0.2 0.18 0.000* 0.32 0.4 0.58 0.5 0.375 0.8 0.54 0.4 0.32 0.000* 0.375
Pser-11 0.8 0.56 0.4 0.58 0.4 0.46 0.8 0.48 0.6 0.42 0.8 0.48 0.5 0.406 0 0 0.4 0.48 0.4 0.48 0.6 0.62
Pser-13 0.8 0.48 0.000* 0.32 0.4 0.32 0.2 0.18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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                                      Entre paréntesis se indica la frecuencia de alelos nulos para cada locus. 
 
 















distinta, todos los marcadores se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg en la 
población mediterránea, mientras que en la población atlántica todos los loci se 
encuentran en equilibrio con la excepción de los loci Pser-10 y Pser-11 que muestran un 
déficit de heterocigotos significativo.  
 
Tabla 12. Heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) en todas las localides, 
en todas las localidades mediterráneas y en todas las localidades atlánticas. 
*Desviaciones significativas tras a aplicar la corrección secuencial de Bonferroni. 
 
En lo referente a los datos perdidos (missing data), los cinco marcadores microsatélite 
amplificaron en los 55 individuos de P. elegans analizados, a excepción del marcador 
Pser-10 que no amplificó en un individuo de la localidad de Costa Brava, un individuo 
de la localidad de Colliure, un individuo de Marsella, un individuo de Balcobo y un 
individuo de Punta Prieta; y el marcador Pser-11 que no amplificó en un individuo de 
















 Todas las localidades Mar Mediterráneo Océano Atlántico 
Locus Ho He Ho He Ho He 
Pser-03 0.091 0.087 0.000 0.000 0.143 0.133 
Pser-10 0.327* 0.422 0.313 0.354 0.333* 0.450 
Pser-11 0.528* 0.524 0.600 0.540 0.485* 0.510 
Pser-13 0.127* 0.405 0.350 0.349 0.000 0.000 
Pser-21 0.600 0.479 0.700 0.544 0.543 0.430 





En este trabajo se han empleado marcadores moleculares para la puesta a punto y la 
ampliación del estudio del estado genético de las poblaciones del camarón Palaemon 
elegans. El análisis del marcador mitocondrial COI ha permitido determinar el grado de 
estructura y diversidad genética de las poblaciones de P. elegans examinadas. A su vez, 
por primera vez en esta especie de camarón, se llevó a cabo el desarrollo de marcadores 
microsatélite, aportándose así nuevas herramientas moleculares que permitirán 
profundizar en la genética poblacional de esta especie, entre otras posibles aplicaciones. 
La identificación de especies en base a características morfológicas puede resultar en 
ocasiones poco efectiva o engañosa. El DNA barcoding permite superar estos problemas 
ya que asegura una identificación molecular rápida y precisa (Rajkumar et al., 2015). Los 
individuos empleados en este trabajo fueron en un primer momento identificados 
taxonómicamente como P. elegans y, posteriormente, todas las secuencias obtenidas 
fueron identificadas mediante BLAST como un fragmento de COI de P. elegans. Por lo 
tanto, el DNA barcoding permitió confirmar la identificación de los individuos que, en el 
caso de las especies de camarón del género Palemon puede llegar a resultar muy 
complicada y requerir un alto grado de especialización.  
La red de haplotipos obtenida muestra claramente la presencia de tres haplogrupos 
distintos. Si comparamos los resultados obtenidos en este trabajo con la red de haplotipos 
obtenida previamente por Reuschel et al. (2010) para P. elegans, empleando también el 
marcador COI, observamos un patrón muy similar. Estos autores identificaron tres 
haplogrupos, el haplogrupo tipo I presente en localidades atlánticas, el haplogrupo tipo II 
presente en localidades mediterráneas y el haplogrupo tipo III presente en localidades 
mediterráneas, bálticas y localidades del Mar Negro y Mar Caspio. En la base de datos 
GenBank está disponible una secuencia de cada uno de los tres haplogrupos identificados 
por Reuschel et al. (2010). Así, la secuencia del haplogrupo tipo I (HE573175.1) se 
corresponde con el haplotipo 18 identificado en este trabajo, un haplotipo compartido por 
distintas localidades atlánticas y que, por lo tanto, se engloba en el haplogrupo atlántico 
observado en la red. La secuencia del haplogrupo tipo II (HE573176.1) se corresponde 
con el haplotipo 1, un haplotipo compartido por localidades mediterráneas y que, por lo 
tanto, forma parte del haplogrupo mediterráneo. Finalmente, la secuencia del haplogrupo 
tipo III (HE573177.1) se corresponde con el haplotipo 46, el haplotipo registrado en los 
individuos del Mar Báltico y el Mar Egeo y que, por lo tanto, forma junto con el haplotipo 
identificado en el Mar Negro el haplogrupo Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico. De esta 
forma, los haplogrupos identificados en un primer estudio por Reuschel et al. (2010) son 
corroborados en este trabajo, lo que confirma el patrón filogeográfico determinado en esta 
especie de camarón.  
En este trabajo encontramos una diferencia importante respecto al estudio llevado a cabo 
por Reuschel et al. (2010). En dicho estudio se detectaron los haplogrupos tipo II y tipo 
III en localidades mediterráneas, en ocasiones incluso dentro de la misma localidad, 
mientras que en este trabajo en todas las localidades mediterráneas analizadas se observó 
únicamente el haplogrupo tipo II. Otra diferencia destacable es que en la red de haplotipos 
obtenida en este trabajo, dos haplotipos pertenecientes a dos individuos de Marsella se 
sitúan entre el haplogrupo mediterráneo y el haplogrupo atlántico, mientras que los 
restantes tres individuos de Marsella sí se localizan claramente dentro del grupo 




mediterráneo. La posición en la red de los haplotipos de los dos individuos de Marsella 
señalados sugiere que dichos haplotipos no deberían integrarse dentro de ninguno de los 
dos grandes haplogrupos, sino que deben considerarse como un grupo separado a fin de 
testar su grado de diferenciación genética con respecto a los haplogrupos atlántico y 
mediterráneo. Ambas diferencias podrían deberse a que las localidades mediterráneas 
incluidas en este trabajo se localizan en la costa catalana y la Costa Azul de Francia, una 
región en la que Reuschel et al. (2010) no analizaron ejemplares de P. elegans y, por lo 
tanto, no es posible comparar los datos obtenidos de esta región.  
El análisis AMOVA que incluye los cuatro haplogrupos identificados en la red de 
haplotipos confirma la existencia de estructura genética entre los grupos establecidos, ya 
que la variación debida a diferencias entre grupos es muy elevada y significativa. 
Asimismo, los índices FST por pares de grupos también avalan esta agrupación 
poblacional. 
Cabe resaltar el alto grado de diferenciación genética del haplogrupo Mar Negro-Mar 
Egeo-Mar Báltico respecto a los demás haplogrupos. Este elevado grado de divergencia 
indica la existencia de una especie críptica dentro de P. elegans, es decir, el haplogrupo 
Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico (haplogrupo tipo III) constituye una especie mientras 
los haplogrupos del Océano Atlántico y el Mar Mediterráneo (haplogrupo tipo I, 
haplogrupo tipo II y se incluiría también el grupo detectado en Marsella) se corresponden 
con una especie diferente de camarón. Palaemon elegans fue una especie descrita por 
primera vez mediante ejemplares procedentes del Mar Negro, por lo que el nombre de P. 
elegans se correspondería con el haplogrupo Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico y, en 
consecuencia, a la especie que incluye los demás haplogrupos se le debería asignar un 
nombre distinto de P. elegans. Expertos taxónomos en los camarones del género 
Palaemon no aprecian diferencias morfológicas entre los individuos de los tres 
principales haplogrupos, ni siquiera entre el haplogrupo Mar Negro-Mar Egeo-Mar 
Báltico y los haplogrupos atlántico y mediterráneo, es decir, no parecen observarse 
diferencias físicas entre las dos presuntas especies que existirían dentro de P. elegans 
(Reuschel et al., 2010). Como consecuencia, la separación de P. elegans en dos especies 
distintas debe verificarse todavía empíricamente mediante la hibridación de las diferentes 
formas genéticas.  
Como ya se ha indicado anteriormente, el haplogrupo tipo III identificado en un primer 
estudio filogeográfico por Reuchel et al. (2010) fue registrado en el Mar Mediterráneo, 
el Mar Negro, el Mar Caspio y el Mar Báltico. En este trabajo también se observa que los 
haplotipos de los individuos del Mar Negro, Mar Egeo y Mar Báltico forman un grupo 
muy diferenciado, equivalente al haplogrupo tipo III. La presencia de localidades del Már 
Báltico dentro de este grupo podría resultar sorprendente, ya que cabría esperar que dichas 
localidades estuviesen genéticamente más relacionadas con los haplotipos de las 
localidades atlánticas por proximidad geográfica que con localidades del Mar 
Mediterráneo. Palaemon elegans ha colonizado desde el año 2000 el Mar Báltico (Janas 
et al., 2004; Grabowski, 2006; Katajisto et al., 2013), llegando a desplazar a especies 
autóctonas. Los resultados obtenidos indican que individuos de P. elegans portadores del 
haplogrupo Mar Mediterráneo-Mar Negro (haplogrupo tipo III) fueron introducidos en el 
Mar Báltico por acción humana, en lugar de una colonización natural por parte de 
individuos del Océano Atlántico. Por ello, P. elegans es en el Mar Báltico una especie de 




camarón invasora. Este escenario también se aplicaría a la colonización de P. elegans en 
el Mar Caspio.  
La elevada divergencia del haplogrupo tipo III sugiere que esta especie críptica se originó 
durante la crisis salina del Messiniense hace 5.96 millones de años (Plioceno) (Reuschel 
et al., 2010). Durante dicha crisis la cuenca Mediterránea se vio aislada de las aguas del 
Oceáno Atlántico, lo que llevó a un dramático descenso del nivel del agua y a unas 
condiciones hipersalinas (Krijgsman et al., 1999). Este aislamiento entre el Océano 
Atlántico y el Mar Mediterráneo habría favorecido la especiación alopátrica entre las 
poblaciones atlánticas y mediterráneas de P. elegans. La especiación por aislamiento 
durante la crisis salina del Messiniense se ha documentado también en distintas especies 
marinas, encontrándose en cangrejos de los géneros Carcinus (Geller et al., 1997) y 
Brachynotus (Schubart et al., 2001), caracoles marinos del género Salenthydrobia (Wilke, 
2003) o gallos de mar del género Lepidorhombus (Campo y García-Vázquez, 2010). 
Por su parte, el análisis AMOVA y los índices FST obtenidos confirman la diferenciación 
genética entre las localidades atlánticas y mediterráneas que se intuye visualmente en el 
árbol filogenético y en la red de haplotipos. En otras palabras, existen diferencias 
significativas entre el haplogrupo atlántico (haplogrupo tipo I) y el haplogrupo 
mediterráneo (haplogrupo tipo II). La diferenciación entre poblaciones atlánticas y 
mediterráneas se ha observado mediante estudios de marcadores moleculares en múltiples 
especies marinas, incluyéndose crustáceos, moluscos, equinodermos, peces y mamíferos 
(revisión Patarnello et al., 2007). En el medio marino la estructura genética a pequeña 
escala es un fenómeno común incluso en especies pelágicas con alta capacidad de 
dispersión. La circulación oceánica y costera, los remolinos y las discontinuidades en las 
corrientes ejercen una fuerte influencia sobre la conectividad poblacional (Schunter et al., 
2011). En lo que respecta a la transición entre el Océano Atlántico y el Mar Mediterráneo, 
las principales barreras hidrográficas descritas son el Estrecho de Gibraltar y, en 
particular, el Frente Almería-Orán. 
El análisis de localidades a ambos lados del Estrecho de Gibraltar permitió determinar 
que es el Frente Almería-Orán la barrera hidrográfica que limita el flujo génico entre las 
poblaciones atlánticas y mediterráneas de P. elegans (Reuschel et al., 2010), debido a que 
los haplotipos atlánticos se extienden en el Mar de Alborán. El Frente Almería-Orán, 
formado por dos giros entre el Cabo de Gata y Orán, representa el límite entre las aguas 
superficiales del Océano Atlántico y el Mar Mediterráneo (Tintoré et al., 1988) y se ha 
identificado con precisión como la barrera filogeográfica entre las poblaciones atlánticas 
y mediterráneas de organismos marinos como la sardina Sardina pilchardus (Ramón y 
Castro, 1997), la lubina Dicenttrarchus labrax (Naiciri et al., 1999), el crustáceo 
eufasiáceo Meganyctiphanes norvegica (Zane et al., 2000), la sepia Sepia officinalis 
(Pérez-Losada et al., 2002), el mejillón Mytilus gallopronvincialis (Ladoukakis et al., 
2002), las vieiras Pecten jacobeus y Pecten maximus (Ríos et al., 2002) y la cabrilla 
Serranus cabrilla (Schunter et al., 2011) entre otros ejemplos. En la especie congenérica 
Palaemon serratus también se ha observado la presencia de estructura genética entre sus 
poblaciones atlánticas y mediterráneas (Weiss et al., en publicación), aunque todavía no 
ha sido posible delimitar con exactitud la discontinuidad filogeográfica responsable de 
dicha estructuración.  




La apertura del Estrecho de Gibraltar al final de la crisis del Messiniense implicó que el 
agua del Océano Atlántico volviese a inundar la cuenca mediterránea y, por lo tanto, la 
forma atlántica de P. elegans fue introducida de nuevo en el Mar Mediterráneo. Sin 
embargo, el actual elevado grado de divergencia entre el haplogrupo tipo III y los demás 
haplogrupos indica que la hibridación entre las formas atlánticas y mediterráneas no tuvo 
lugar (Reuschel et al., 2010). Progresivamente, las poblaciones mediterráneas 
procedentes del Océano Atlántico fueron diferenciándose genéticamente de las propias 
poblaciones atlánticas debido al restringido flujo génico entre ellas como consecuencia 
del establecimiento del Frente Almería-Orán, alcanzándose así la compleja estructura 
genética de las poblaciones de P. elegans determinada en este trabajo.  
Dentro del grupo atlántico, los índices FST presentan valores bajos entre las distintas 
localidades, sin embargo, el análisis AMOVA llevado a cabo demuestra que existe una 
baja pero significativa diferenciación genética entre las localidades de Canarias y las 
demás localidades atlánticas. Esta diferenciación puede deberse al aislamiento de este 
archipiélago en relación al resto de localidades atlánticas y a la acción de las corrientes 
oceánicas, concretamente la corriente de las Azores y la corriente de las Islas Canarias 
(Johnson y Stevens, 2000; Juliano y Alves, 2007). La diferenciación genética, en mayor 
o menor grado, de las Islas Macaronésicas (Azores, Madeira y Canarias) ya ha sido 
observada en especies de invertebrados marinos como la holoturia Holothuria 
(Holothuria) mammata (Borrero-Pérez et al., 2011), lapas del género Patella (Sá-Pinto et 
al., 2005) o la estrella de mar Marthasterias glacialis (Pérez-Portela et al., 2010). 
En lo que respecta al grupo mediterráneo, todas las localidades presentan bajos índices 
FST, con la excepción de Costa Brava y Marsella entre sí, lo que sugiere la ausencia de 
estructura genética entre las localidades mediterráneas analizadas. Sin embargo, dos 
individuos de la localidad de Marsella fueron identificados en la red de haplotipos como 
un grupo separado del resto de localidades mediterráneas. Este grupo de Marsella presenta 
valores elevados de FST respecto a todas las localidades del grupo mediterráneo y del 
grupo atlántico y en las comparaciones FST por pares de grupos poblacionales se confirma 
este resultado. Si atendemos a las posiciones diagnóstico que permiten discriminar las 
secuencias del grupo atlántico y las secuencias del grupo mediterráneo, estos dos 
individuos de Marsella presentan en algunas de las posiciones diagnóstico la variante 
propia del grupo atlántico mientras que en otras posiciones presentan la variante 
característica del grupo mediterráneo. De esta forma, dichos individuos de Marsella 
parecen constituir una forma genética diferenciada e intermedia entre ambos grupos.  
La diferenciación observada dentro de la localidad de Marsella podría ser debida a 
factores que influyen a pequeña escala en esta región de la costa mediterránea francesa. 
Un estudio en crustáceos misidáceos del género Hemimysis a lo largo de la costa noroeste 
mediterránea reveló mediante el marcador COI la existencia de dos grupos genéticamente 
diferenciados en la zona de Marsella (Lejeusne y Chevaldonné, 2006). Un grupo se 
corresponde con la zona norte de Marsella, mientras que el otro grupo pertenece al Parque 
Nacional de Calanques, al sur de Marsella y muy próximo a Bain des Dames, la zona 
concreta donde se recolectaron los individuos de P. elegans incluidos en este estudio. 
Esta diferenciación genética es explicada por pequeñas corrientes locales que dificultan 
el flujo génico entre la costa de Calanques y la Bahía de Marsella. Suponiendo que esta 
barrera hidrográfica afectase también a P. elegans, podría ser que se hubiesen capturado 




individuos pertenecientes a los dos grupos genéticos ya que la zona de captura coindice 
con el límite de dicha barrera. Este fenómeno explicaría la diferenciación entre los dos 
individuos de Marsella y los tres individuos de Marsella restantes y las demás localidades 
mediterráneas, sin embargo, no explicaría su posición intermedia entre el grupo atlántico 
y el grupo mediterráneo. Los fenómenos hidrográficos que afectan a una especie no deben 
ser generalizados al resto de especies de una misma zona y P. elegans es una especie con 
un comportamiento muy diferente a los crustáceos misidáceos del género Hemimysis, que 
habitan en cuevas marinas. Por ello, antes de anticipar hipótesis que puedan explicar esta 
diferenciación local de P. elegans observada en la costa mediterránea francesa, sería 
necesario analizar un mayor número de individuos de Marsella, así como ampliar el 
número de localidades mediterráneas estudiadas. 
El estado genético de las poblaciones analizadas en términos de diversidad genética fue 
estimado como diversidad haplotípica y diversidad nucleotídica. Los valores de ambos 
parámetros fueron del orden de los obtenidos previamente en P. elegans en localidades 
estudiadas por Reuschel et al. (2010), así como los registrados para otras especies de 
camarón como Palaemon serratus (Weiss et al., en publicación), Palaemon 
macrodactylus (Lejeusne et al., 2014), Crangon crangon (Luttikhuizen et al., 2008) o 
Fenneropenaeus indicus (de Croos y Pálsson, 2010).  
Se observó una elevada diversidad haplotípica y nucleotídica en el conjunto de 
localidades analizadas, destacando la identificación de 47 haplotipos distintos en el total 
de localidades estudiadas, siendo en su mayoría haplotipos privados de una única 
localidad y presentes en un único individuo. A su vez, en todas las localidades se 
obtuvieron valores muy elevados de diversidad haplotípica y, por su parte, la diversidad 
nucleotídica es de la misma magnitud en todas las localidades, oscilando entre 0.00198 
en Isla de Ré y 0.00727 en Marsella. En lo que respecta a los grupos poblacionales 
establecidos, todos los grupos presentan niveles similares de diversidad haplotípica y 
nucleotídica.  
La excepción a estos patrones de diversidad se encuentra en la localidad de Polonia, en la 
que tanto la diversidad haplotípica como nucleotídica es cero debido a que todos los 
individuos presentaron la misma secuencia y, por lo tanto, el mismo haplotipo. Como 
consecuencia, el grupo Mar Negro-Mar Egeo-Mar Báltico presenta los valores más bajos 
de diversidad genética de todos los grupos poblacionales. La baja diversidad observada 
en Polonia se debe a que, tal como se indicó anteriormente, P. elegans ha colonizado 
distintas regiones del Mar Báltico desde el año 2000 (Janas et al., 2004; Grabowski, 2006; 
Katajisto et al., 2013). Se ha sugerido que la colonización por un pequeño número de 
individuos pudo originar un cuello de botella que dio lugar a la baja variabilidad genética 
observada en la actualidad (Reuschel et al., 2010).  
Para determinar cambios demográficos en las poblaciones establecidas se estimaron los 
estadísticos FS de Fu y D de Tajima. Para todas las poblaciones se obtuvieron valores 
próximos a cero y no significativos, lo que indica una situación de estabilidad poblacional. 
En el caso del Mar Báltico, cabría esperar eventos de cuello de botella como causa del 
efecto fundador resultante de la introducción de esta especie, sin embargo, ambos test de 
neutralidad no indican de la existencia de cuellos de botella. Es muy probable que el 
cuello de botella originado por la introducción de P. elegans en el Mar Báltico sea 
enmascarado por una intensa expansión poblacional posterior (Carlton, 2006; Golani et 




al., 2007) en esta región, contrarrestándose así ambos cambios demográficos y dando 
como resultado la estabilidad poblacional indicada por los test. Una rápida e intensa 
expansión de esta especie marina cuadraría con su rápida colonización en el Mar Báltico 
dada su capacidad de soportar un amplio rango de condiciones ambientales (Berglund, 
1980; Berglund y Bengston 1981).  
En este trabajo se han caracterizado cinco loci microsatélite polimórficos en P. elegans, 
siendo la primera vez que se desarrollan este tipo de marcadores moleculares en esta 
especie de camarón.  Los marcadores microsatélite son los marcadores más utilizados en 
la actualidad en estudios de genética poblacional ya que, entre otras ventajas, permiten 
obtener resultados precisos a pequeñas escalas (Selkoe y Toonen, 2006).  
El desarrollo de novo de microsatélites a menudo resulta costoso en términos de tiempo 
y recursos, sin embargo, el progreso de las técnicas de NGS ha permitido en los últimos 
años agilizar y facilitar el aislamiento de este tipo de marcadores en especies no modelo. 
A su vez, en este trabajo se han empleado estrategias que permiten reducir los costes del 
proceso de genotipado como la amplificación simultánea de varios marcadores (PCR 
multiplex) y la utilización de primers universales marcados con fluorocromos (PCR 
anidada).   
En ocasiones las regiones flanqueantes de los microsatélites están conservadas entre 
especies próximas, de modo que los microsatélites desarrollados en una especie pueden 
ser amplificados en una especie relacionada empleando los mismos primers. A esta 
metodología se la conoce como cross-species de microsatélites y también permite reducir 
los costes de desarrollar nuevos marcadores (Selkoe y Toonen, 2006). La trasferencia de 
microsatélites entre especies mediante cross-species está irregularmente distribuida entre 
los diferentes grupos taxonómicos (Barbará et al., 2007). A menudo se ha observado que 
la diversidad alélica de los microsatélites puede disminuir cuando los primers se emplean 
en especies distintas de la especie a partir de la cual se han desarrollado, lo cual 
introduciría un sesgo en la cuantificación de la diversidad genética (Petit et al., 2005). 
Asimismo, es importante que no se seleccionen únicamente los loci más polimórficos en 
la especie en la que se han desarrollado para realizar el cross-species en la especie de 
interés (Queirós et al., 2015).  
Los microsatélites caracterizados en P. elegans en este trabajo han sido desarrollados 
mediante cross-species a partir de los microsatélites desarrollados en P. serratus por 
Perina et al. (2016). De los veinte microsatélites testados, cinco loci resultaron 
polimórficos en P. elegans, descartándose aquellos marcadores monomórficos o que 
mostraron patrones de difícil interpretación. Los alelos de los cinco loci microsatélite 
caracterizados en P. elegans se incluyen en el rango de tamaños de los alelos observados 
en P. serratus para los mismos loci. En lo que respecta al polimorfismo de los 
microsatélites en cuanto a número de alelos, los loci Pser-03 y Pser-13 presentan menos 
alelos en P. elegans que en P. serratus, el locus Pser-10 tiene el mismo número de alelos 
en P. elegans y en P. serratus, y los loci Pser-11 y Pser-21 tienen más alelos en P. elegans 
que en P. serratus. Es destacable el caso del locus Pser-21, que en P. serratus no presentó 
polimorfismo mientras que en P. elegans es uno de los marcadores más polimórficos. 
Estos resultados apoyan la importancia de testar todos los microsatélites disponibles en 
el cross-species, no sólo los loci más polimórficos, ya que no se puede predecir la riqueza 




alélica de los mismos marcadores entre especies muy próximas, como son P. elegans y 
P. serratus.  
En los cinco loci caracterizados, se han detectado alelos nulos en cuatro de ellos. Los 
alelos nulos son alelos que no pueden ser amplificados debido a la existencia de 
mutaciones en sus regiones flanqueantes que impiden la unión de los primers (Selkoe y 
Toonen, 2006). Los alelos nulos con baja incidencia están considerados como una fuente 
de error muy pequeña en la mayoría de estudios poblacionales (Selkoe y Toonen, 2006).  
Es cuanto a la heterocigosidad observada, a excepción del marcador Pser-21, todos los 
marcadores presentan ausencia de heterocigotos en alguna localidad. Destacan los loci 
Pser-03, para el que sólo se han detectado heterocigotos en Playa de Santoña, Balcobo, 
Güimar y Punta Prieta, y el Pser-13, para el que sólo se han observado heterocigotos en 
las cuatro localidades mediterráneas analizadas. El hecho de que ambos marcadores sólo 
presenten dos alelos diferentes sumado a su baja heterocigosidad observada en el conjunto 
de localidades, hace que se definan como los loci menos polimórficos.  
El equilibrio Hardy-Weinberg fue testado para cada locus en cada una de las localidades, 
en todas las localidades agrupadas, en todas las localidades mediterráneas agrupadas y en 
todas las localidades atlánticas agrupadas. Si consideramos cada una de las localidades 
independientemente, no se observan desviaciones significativas del equilibrio Hardy-
Weinberg en ninguno de los cinco microsatélites, a excepción del locus Pser-10 en Playa 
de Santoña y Punta Prieta, y el locus Pser-13 en Costa Brava, debiéndose la desviación 
en todos los casos a un déficit de heterocigotos. En el caso de P. serratus, también se 
observó que casi todas las localidades por separado se encontraban en equilibrio Hardy-
Weinberg (Perina et al., 2016). Sin embargo, si consideramos que todas las localidades 
componen una única población, detectamos desviaciones significativas del equilibrio 
Hardy Weinberg en los loci Pser-10, Pser11 y Pser-13. En el caso de los loci Pser-10 y 
Pser-13 dicha desviación se debe a un déficit de heterocigotos, mientras que en el locus 
Pser-11 la desviación responde a un ligero exceso de heterocigotos. Si se considera que 
las localidades mediterráneas consituyen una única población, todos los loci se 
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg. A su vez, si se considera que todas las 
localidades atlánticas forman una única población, todos los loci se encuentran en 
equilibrio Hardy-Weinberg a excepción de los loci Pser-10 y Pser-11 debido a un déficit 
significativo de heterocigotos. Así, la mayoría de desviaciones del equilibrio Hardy-
Weinberg, tanto en las localidades como en las agrupaciones de localidades, responden a 
un déficit de heterocigotos. Es necesario apuntar que actualmente las desviaciones del 
equilibrio Hardy-Weinberg no se consideran necesariamente como una razón para 
descartar marcadores microsatélite (Selkoe y Toonen, 2006).  
El déficit de heterocigotos es la desviación más común del equilibrio Hardy-Weinberg y 
puede ser debida a distintos factores. En organismos marinos es común que dos 
poblaciones diferentes sean consideradas como una única población, lo que conduce a un 
exceso de homocigotos. Este fenómeno se conoce como efecto Wahlund y, teniendo en 
cuenta la estructura poblacional determinada mediante el marcador mitocondrial COI, 
podría ser la causa del déficit de heterocigotos observado en dos de los marcadores (Pser-
10 y Pser-13) al considerar que todas las localidades, incluidas las localidades atlánticas 
y mediterráneas, constituyen una única población. Al mismo tiempo, el análisis del 
marcador COI también reveló estructuración genética entre las localidades de Canarias y 




el resto de localidades atlánticas, por lo que el efecto Wahlund también podría explicar el 
déficit de heterocigotos de dos de los loci microsatélite (Pser-10 y Pser-11) cuando se 
considera que todas las localidades atlánticas constituyen una única población. El déficit 
de heterocigotos se registra para los loci Pser-10, Pser-11 y Pser-13, los loci con mayor 
frecuencia de alelos nulos, lo que también podría determinar el déficit de heterocigotos 
observado para estos marcadores tanto en las localidades como en los grupos 
poblacionales. Los alelos nulos conducen a que individuos heterocigotos sean 
genotipados como homocigotos al no amplificar el alelo nulo y, por lo tanto, están 
considerados también como una causa común del déficit de heterocigotos. Finalmente, a 
pesar de ser más improbable que los anteriores factores, la acción de la selección en favor 
de alelos ligados a marcadores microsatélite en homocigosis también podría dar lugar al 
déficit de heterocigotos observado.  
Se han caracterizado marcadores microsatélite en numerosas especies de camarón. El 
déficit de heterocigotos parece ser común dentro de este grupo, pudiendo citar entre 
algunos ejemplos los camarones Palaemon paucidens (Song et al., 2009), Pandalus 
borealis (Pereyra et al., 2012), Aristeus antennatus (Cannas et al., 2012) y distintas 
especies del género Penaeus (Valles-Jiménez et al., 2005; Tsoi et al., 2007; Marques et 
al., 2013; Vela-Avitúa et al., 2013).  
Por el contrario, el locus Pser-13 presenta un ligero exceso de heterocigotos cuando se 
considera que todas las localidades forman una única población. Este exceso de 
heterocigotos indicaría superioridad de los heterocigotos, es decir, selección a favor de 
alelos ligados a este marcador en heterocigosis, lo que sugeriría que Pser-13 no es un 
marcador neutral. Sin embargo, dado que este exceso de heterocigotos no se observa al 
considerarse las localidades de forma independiente y al considerar la existencia de una 
población mediterránea y una población atlántica distintas, este exceso de heterocigotos 
en el conjunto de localidades no debería considerarse informativo y, por lo tanto, el locus 
debe continuar considerandónse selectivamente neutral.  
En este trabajo se revelan aspectos interesantes acerca de la genética poblacional de P. 
elegans a la vez que se aportan nuevos marcadores moleculares para poder ampliar el 
conocimiento sobre la misma. Dado que las localidades analizadas constan de un bajo 
número de individuos, estudios futuros a mayor escala permitirán obtener conclusiones 
más incontestables, así como clarificar algunos de los resultados anticipados en este 
trabajo, especialmente en lo respectivo a la diferenciación genética observada a pequeña 
escala en las localidades de Canarias y Marsella. Precisamente, los marcadores 
microsatélite desarrollados y caracterizados en este trabajo podrán aplicarse y combinarse 
con marcadores mitocondriales para el estudio de diferentes aspectos poblacionales, 
como la filogeografía de esta especie de camarón, entre otras posibles aplicaciones. Entre 
dichas aplicaciones, la comparación entre los resultados obtenidos en estudios 
poblacionales de P. elegans con estudios de otras especies de camarón sí explotadas 
comercialmente, como P. serratus, podría ser también de gran interés para testar el efecto 
de la población pesquera sobre el estado genético de las poblaciones naturales a fin de 
garantizar una explotación sostenible de estos recursos.  
 
 





En este trabajo se llevó a cabo el análisis de las poblaciones del camarón P. elegans 
mediante la aplicación de marcadores moleculares mitocondriales y nucleares. Las 
principales conclusiones derivadas de los resultados obtenidos son: 
1. Se identificaron cuatro grupos poblaciones genéticamente diferenciados en P. 
elegans mediante el análisis del marcador mitocondrial COI: grupo atlántico, 
grupo mediterráneo, grupo báltico y grupo de Marsella. Dentro de la población 
atlántica se detectó una baja pero significativa estructuración genética entre las 
localidades de Canarias y el resto de localidades. 
 
2. Se observó una elevada diversidad genética en todas las localidades analizadas, 
destacando el elevado número de haplotipos privados presentes en todas ellas. La 
única excepción fue la localidad de Polonia, en la que la baja diversidad observada 
responde a la reciente de colonización de P. elegans del Mar Báltico.  
 
3. No se detectaron eventos de expansión poblacional o cuellos de botella en las 
cuatro poblaciones identificadas a partir de los test de neutralidad, lo que indica 
la estabilidad demográfica de las poblaciones. 
 
4. Se desarrollaron y caracterizaron cinco loci microsatélite polimórficos por 
primera vez en P. elegans mediante cross-species de microsatélites desarrollados 
en P. serratus. Estos marcadores podrán aplicarse y combinarse con marcadores 
mitocondriales para el estudio de la variabilidad y estructura genética poblacional 
de esta especie. 
 
5. Los cinco marcadores microsatélite se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg 
en la mayoría de las localidades incluidas en el análisis, debiéndose las 




In this work, analysis of P. elegans populations was carried out by applying mitochondrial 
and nuclear molecular markers. The main conclusions derived from the obtained results 
are:  
1. Four genetically differentiated population groups were identified in P. elegans by 
the analysis of mitochondrial marker COI: Atlantic group, Mediterranean group, 
Baltic group and Marseille group. Within the Atlantic group, low but significant 
genetic structure was found between Canary localities and the other Atlantic 
locations.  
 
2. High genetic diversity was observed in all analyzed localities, highlighting the 
large number of private haplotypes in all of them. The only exception was the 




location of Poland, where low genetic diversity was detected due to the recent 
colonization of the Baltic Sea by P. elegans.  
 
3. No population expansion events or bottlenecks were detected among the four 
population groups identified by the neutrality tests, which indicates the 
demographic stability of all these populations.  
 
4. Five microsatellite polimorphic loci were developed and characterized for the first 
time in P. elegans by P. serratus microsatellite cross-species. These markers 
could be applied and combined with mitochondrial markers in the study of 
population genetic diversity and population genetic structure of this species.  
 
5. The five microsatellite markers are in Hardy-Weinber equilibrium in most 
locations included in the analysis.  Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium 
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43 T G A · · · · · · · · · · · · · · A · T · · · A · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
44 T G · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · A · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
45 T G · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · A · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · C ·
46 T · A · A T · A C · T T C C · T T · G A · G · · · · · C T T A T T T · C C · G G · A G A · T
47 T · A · A · · A C · T T C C · T T · G A · G · · · G · C T T A T T T · C C · G G · A G A · T
Posición polimórfica






























































































































































































1 G T A G T A T T C C G A T A T A A G T T T A G C C A T G C A T C A T C G T T G G C C T
2 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
3 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
4 · · · · · · · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
5 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
6 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · C · · · · ·
7 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
8 · · · · · · C · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·
9 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
10 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
11 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
12 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · T · ·
13 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
14 · · · · · · · · · · · · · · · G · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
15 · · · · · · · · · · · · · · · C · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
16 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
17 · · · · · · · · · · · · · G · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
18 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
19 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
20 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
21 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
22 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
23 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · A · · · · G · · · · · · · · · ·
22 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
24 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
25 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
26 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · C C · · · · ·
27 · · · · · · · · · · · · C · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
28 · · · A · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
29 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · C · · · C · · · · ·
30 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · C · · · · · · C · · · · ·
31 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
32 · · · · · · · · · G · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
33 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · A · · ·
34 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C C · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
35 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
36 · · · · · · · · · · · · · · · · · · · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
37 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
38 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
39 · · · · · · · G · · · · · · · · · A C C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
40 · · · · · · · G · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
41 · · · · · G · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
42 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · C · · · · ·
43 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · C · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
44 · · · · · · · · · · · · · · · · · A · · · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
45 · · · · · · · · · · · · · · C · · A · · · · · · · G · · · · · · · · · · · · · · · · ·
46 A G G · A · · · T · A · · · · · T A · · G G A T A · C · T T · T · · T A · A T · · T C
47 A G G · A · · · T · A · · · · · T A · · G · A T A · C · T T · T · · T A · A T · · T C
Posición polimórfica








































































Benijo Anglesey Balcobo Helgoland Isla de Ré Setúbal Polonia Mar Egeo
Mar 
Negro
1 2 2 - - - - - - - - - - - - - - -
2 1 - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - 1 - - - - - - - - - - - - - - -
4 - - 1 - - - - - - - - - - - - - -
5 - - 1 - - - - - - - - - - - - - -
6 1 - - - - - - - - - - - - - - - -
7 1 - - - - - - - - - - - - - - - -
8 - 1 - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - 1 - - - - - - - - - - - - - -
10 - - 1 1 - - - - - - - - - - - - -
11 - - 1 1 - - - - - - - - - - - - -
12 - 1 - - - - - - - - - - - - - - -
13 - - - 1 - - - - - - - - - - - - -
14 - - - - 1 - - - - - - - - - - - -
15 - - - - - 1 - - - - - - - - - - -
16 - - - - - - 1 - - - - - - - - - -
17 - - - - - - - 1 - - - - - - - - -
18 - - - - 2 - 2 - 1 1 - - - - - - -
19 - - - - - - - - 1 - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - - 1 - - - - - -
21 - - - - 1 - - - - - - - - - - - -
22 - - - - - - - - - 1 2 - - - - - -
23 - - - - - - - - 1 - - - - - - - -
24 - - - - - - - - 1 - - - - - - - -
25 - - - - - 1 - 2 - - - 2 2 - - - -
26 - - - - - - - - - - - 1 - - - - -
27 - - - - - - - - - - - - 1 - - - -
28 - - - - - 1 - - - - - - - - - - -
29 - - - - - - 1 - - - - - - - - - -
30 - - - - - 1 - - - - - - - - - - -
31 - - - - - - - - - - - - 1 - - - -
32 - - - - - - - - - - - - 1 - - - -
33 - - - - - - - - - - - - - 1 - - -
34 - - - - - 1 - - - - - - - - - - -
35 - - - - - - - - - 1 - - - - - - -
36 - - - - - - - 2 - - - - - - - - -
37 - - - - - - - - - - 1 - - - - - -
38 - - - - - - - - - - 1 - - - - - -
39 - - - - - - - - 1 - - - - - - - -
40 - - - - 1 - - - - - - - - - - - -
41 - - - - - - 1 - - - - - - - - - -
42 - - - - - - - - - - - 1 - - - - -
43 - - - - - - - - - - - 1 - - - - -
44 - - - 1 - - - - - - - - - - - - -
45 - - - 1 - - - - - - - - - - - - -
46 - - - - - - - - - - - - - - 4 1 -
47 - - - - - - - - - - - - - - - - 1
Localidad








































































Benijo Anglesey Balcobo Helgoland Isla de Ré Setúbal Polonia Mar Egeo
Mar 
Negro
1 0.40 0.40 - - - - - - - - - - - - - - -
2 0.20 - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - 0.20 - - - - - - - - - - - - - - -
4 - - 0.20 - - - - - - - - - - - - - -
5 - - 0.20 - - - - - - - - - - - - - -
6 0.20 - - - - - - - - - - - - - - - -
7 0.20 - - - - - - - - - - - - - - - -
8 - 0.20 - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - 0.20 - - - - - - - - - - - - - -
10 - - 0.20 0.20 - - - - - - - - - - - - -
11 - - 0.20 0.20 - - - - - - - - - - - - -
12 - 0.20 - - - - - - - - - - - - - - -
13 - - - 0.20 - - - - - - - - - - - - -
14 - - - - 0.20 - - - - - - - - - - - -
15 - - - - - 0.20 - - - - - - - - - - -
16 - - - - - - 0.20 - - - - - - - - - -
17 - - - - - - - 0.20 - - - - - - - - -
18 - - - - 0.40 - 0.40 - 0.20 0.33 - - - - - - -
19 - - - - - - - - 0.20 - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - - 0.20 - - - - - -
21 - - - - 0.20 - - - - - - - - - - - -
22 - - - - - - - - - 0.33 0.40 - - - - - -
23 - - - - - - - - 0.20 - - - - - - - -
24 - - - - - - - - 0.20 - - - - - - - -
25 - - - - - 0.20 - 0.40 - - - 0.40 0.40 - - - -
26 - - - - - - - - - - - 0.20 - - - - -
27 - - - - - - - - - - - - 0.20 - - - -
28 - - - - - 0.20 - - - - - - - - - - -
29 - - - - - - 0.20 - - - - - - - - - -
30 - - - - - 0.20 - - - - - - - - - - -
31 - - - - - - - - - - - - 0.20 - - - -
32 - - - - - - - - - - - - 0.20 - - - -
33 - - - - - - - - - - - - - 1.00 - - -
34 - - - - - 0.20 - - - - - - - - - - -
35 - - - - - - - - - 0.33 - - - - - - -
36 - - - - - - - 0.40 - - - - - - - - -
37 - - - - - - - - - - 0.20 - - - - - -
38 - - - - - - - - - - 0.20 - - - - - -
39 - - - - - - - - 0.20 - - - - - - - -
40 - - - - 0.20 - - - - - - - - - - - -
41 - - - - - - 0.20 - - - - - - - - - -
42 - - - - - - - - - - - 0.20 - - - - -
43 - - - - - - - - - - - 0.20 - - - - -
44 - - - 0.20 - - - - - - - - - - - - -
45 - - - 0.20 - - - - - - - - - - - - -
46 - - - - - - - - - - - - - - 1.00 1.00 -
47 - - - - - - - - - - - - - - - - 1.00
Localidad
Anexo III. Frecuencia relativa de cada haplotipo en cada localidad. 
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